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Presentacio´n
El presente trabajo se ha realizado en el laboratorio de Modificacio´n de His-
tonas del Departament de Bioquı´mica i Biologia Molecular de la Universitat de
Vale`ncia. El trabajo se encuentra estructurado en una introduccio´n general a la
cromatina y sus modificaciones, y tres bloques con estudios independientes, con-
teniendo cada uno sus apartados de antecedentes, materiales y me´todos y resulta-
dos. El primero de los bloques versa sobre la caracterizacio´n a nivel bioquı´mico
de varios de los complejos Histona Acetiltransferasa (HAT) descritos en nuestro
laboratorio. El segundo bloque trata sobre la localizacio´n geno´mica (ChIP-chip)
de seis HATs de levadura y del patro´n de acetilacio´n de la lisina 14 de la histona
H3 en levadura. Parte de la investigacio´n referida a este segundo bloque ha sido
recogida en un artı´culo enviado recientemente:
Rosaleny, L.E., Ruiz-Garcı´a, A.B., Garcı´a-Martı´nez, J., Pe´rez-Ortı´n, J.E. y
Tordera, V. 2007. Sas3p and Gcn5p histone acetyltransferases are recruited to
similar genes. Aceptado con revisiones en Genome Biology.
Por u´ltimo, el tercer bloque presenta un estudio sobre el efecto de la mutacio´n
de dos subunidades de HAT B sobre la esperanza de vida y el transcriptoma de
Saccharomyces cerevisiae, y que ha dado lugar a la publicacio´n:
Rosaleny, L.E., Antu´nez, O., Ruiz-Garcı´a, A.B., Pe´rez-Ortı´n, J.E. y Tordera,
V. 2005. Yeast HAT1 and HAT2 deletions have different life-span and transcrip-
tome phenotypes. FEBS Lett. 569:4063-4068
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Parte 1
Introduccio´n
16 La cromatina, una estructura dina´mica
1.1 La cromatina, una estructura
dina´mica
La informacio´n gene´tica contenida en los nu´cleos de las ce´lulas eucariotas
se encuentra formando una estructura denominada cromatina. Esta estructura
fue detectada por primera vez en el an˜o 1879 por W. Flemming. Flemming ob-
servo´ unos filamentos que se coloreaban fuertemente en presencia de colorantes
ba´sicos. De ahı´ el nombre de cromatina, del griego khroma, coloreado. Ma´s tarde
se relaciono´ esta materia coloreada con las ideas de G. Mendel y se le atribuyo´ el
papel de almace´n de la informacio´n heredable dentro de la ce´lula.
El almacenamiento de la informacio´n gene´tica en las ce´lulas eucariotas no
es un problema sencillo de resolver. ¿Co´mo introducir una fina cuerda de 200
metros de largo en una esfera de un centı´metro de dia´metro? Lo que aplicado al
campo de la biologı´a celular se traduce en que la longitud del DNA geno´mico
es considerablemente superior al dia´metro de la ce´lula. En el caso de la ce´lula
de levadura Saccharomyces cerevisiae, que es un esferoide de unos 4 µm de
dia´metro, su DNA posee 12 Mpb, equivalente a unos 8 cm de longitud si los
16 segmentos de DNA que componen su genoma se colocaran extendidos uno
tras otro. De esto se desprende que el empaquetamiento necesario para acomodar
en el nu´cleo de la ce´lula tal cantidad de DNA es importante. Por otro lado, una
serie de maquinarias celulares (relacionadas con la replicacio´n, la transcripcio´n,
la reparacio´n del DNA, etc. . . ) deben ser capaces de acceder ra´pidamente a esta
maran˜a de DNA y proteı´nas que constituye la cromatina, en respuesta a estı´mulos
externos y endo´genos. La cromatina es, por tanto, una entidad extremadamente
dina´mica implicada en un gran nu´mero de procesos celulares.
La estructura cromatı´nica esta´ constituida por unas unidades denominadas
nucleosomas (fig. 1.1). El nucleosoma consiste en unos 147 pb de DNA, en-
rollados 1.75 vueltas alrededor de un complejo octame´rico de cuatro proteı´nas
denominadas histonas. El octa´mero esta´ formado por dos copias de cada una
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de las histonas internas: H2A, H2B, H3 y H4, organizado en dos dı´meros de
(H2A·H2B), y un tetra´mero (H3·H4)2. A raı´z de la descripcio´n de la estructura
del nucleosoma a una resolucio´n de 2.8 A˚ [1] se identificaron las interacciones
que lo estabilizan. Fundamentalmente e´stas se producen entre el DNA y las his-
tonas y entre histonas dentro de un nucleosoma.
Figura 1.1. Esquema de la estructura de un nucleosoma humano. (A) Visio´n longi-
tudinal a lo largo del eje de la diada de la superhe´lice de DNA de un nucleosoma humano
con las cuatro histonas internas, en una versio´n simplificada y en un modelo de cintas.
(B) El nucleosoma se observa desde un corte transversal a la superhe´lice de DNA. El
modelo de cintas ha sido elaborado por R. Sendra a partir de las coordenadas publicadas
en [2].
Adema´s de las histonas internas, la histona externa H1 interacciona con el
DNA en el segmento que entra y sale del nucleosoma. El DNA internucleosomal
tiene una longitud que varı´a desde los 10 pb por te´rmino medio en S. cerevisiae
hasta los 30-50 pb de los metazoos [3]. Las histonas se encuentran muy conser-
vadas entre organismos tan distintos como la levadura de la cerveza, el anfibio
Xenopus laevis y los humanos. Son proteı´nas pequen˜as (11 a 16 kDa) y ba´sicas
que, por lo general, contienen dos dominios claramente diferenciados. Uno de
ellos es un dominio amino terminal de 15 a 30 aminoa´cidos no estructurados, de
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cara´cter ba´sico. Este dominio amino terminal no contribuye significativamente
a la estructura de los nucleosomas ni a su estabilidad, pero esta´ implicado en
el plegamiento de los nucleosomas en estructuras de orden superior. El otro es
un dominio globular que posee un motivo estructural muy importante para los
contactos moleculares dentro del octa´mero de histonas internas, que organiza las
vueltas del DNA nucleosomal, y que se denomina histone fold. Este motivo con-
siste en unos 65 aminoa´cidos que se estructuran en una organizacio´n extendida
tipo he´lice-vuelta-he´lice. En concreto, contiene una he´lice α corta, un giro β, una
he´lice α larga, otro giro β, y otra he´lice α corta.
La compactacio´n de la cromatina se produce en un primer nivel debido a la
organizacio´n generada por los nucleosomas. Estos producen una fibra de unos
11 nm de dia´metro, cuya estructura recuerda a “cuentas en un collar”. Esta or-
ganizacio´n del DNA sufre un segundo nivel de compactacio´n dependiente de
interacciones entre los extremos amino terminales de las histonas con el DNA
y de la unio´n de la histona H1 con el DNA espaciador, para dar lugar a la fibra
de 30 nm. Existen dos modelos que explican la compactacio´n producida en esta
etapa. El primero es el modelo del solenoide [4], que supone una distribucio´n de
seis nucleosomas por vuelta de solenoide. El segundo es el modelo zig-zag [5]
segu´n el cual el DNA espaciador o internucleosomal sigue una trayectoria recta
entre nucleosomas sucesivos.
Las histonas internas son objeto de una serie de modificaciones postraduccio-
nales, sobre todo a nivel de sus dominios amino terminales. Estas modificacio-
nes son principalmente la acetilacio´n, metilacio´n, fosforilacio´n, ubicuitinacio´n y
sumoilacio´n. Muchas de ellas son reversibles y su papel en la sen˜alizacio´n y re-
gulacio´n de diferentes procesos celulares ha sido ampliamente estudiado en los
u´ltimos an˜os. Originalmente a la cromatina se le atribuyo´ una funcio´n simple-
mente estructural, y en principio, represora de la actividad transcripcional. Sin
embargo, numerosos estudios han ido confirmando la excepcional fluidez de es-
ta estructura, a la que deben acceder una gran cantidad de proteı´nas reguladoras
para facilitar los procesos celulares que implican el metabolismo del DNA. Exis-
te un grupo de proteı´nas llamadas reguladores cromatı´nicos, que engloba todos
aquellos factores que permiten mantener la cromatina en un estado dina´mico [3].
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Estos factores se pueden clasificar en cuatro tipos. En primer lugar, los complejos
remodeladores de la cromatina que utilizan la energı´a liberada por el adenosı´n
trifosfato (ATP) para alterar la estructura de la cromatina. A continuacio´n se en-
contrarı´an las enzimas modificadoras de las histonas, muy estudiadas durante los
u´ltimos an˜os, las carabinas moleculares de histonas, encargadas de su ensamblaje
y, por u´ltimo, las variantes de histonas. Todos estos factores proteicos interaccio-
nan en el contexto de la cromatina empaquetada. Su capacidad de modificar la
estructura de la cromatina hace que sean buenos candidatos para proporcionar
posibles mecanismos de la regulacio´n dina´mica de la expresio´n ge´nica. La ra´pi-
da respuesta de la cromatina de los organismos a cambios ambientales y en las
etapas del desarrollo se correlaciona con los aspectos epigene´ticos de la regula-
cio´n. La herencia epigene´tica consiste en un tipo de herencia que no transfiere a
la siguiente generacio´n cambios en la secuencia primaria del DNA, y su impor-
tancia en los procesos celulares ha sido ampliamente demostrada en las u´ltimas
de´cadas. ´Esta se analizara´ en el apartado 1.2.4.
Las carabinas de histonas escoltan a estos componentes proteicos de la cro-
matina desde su lugar de sı´ntesis hasta la regio´n de DNA en la que sera´n de-
positadas para la formacio´n de los nucleosomas, impidiendo interacciones ines-
pecı´ficas de las histonas con el DNA. Las etapas del proceso de ensamblaje son
ba´sicamente tres segu´n el modelo actual [3]. En un primer paso los tetra´meros de
las histonas H3 y H4 se depositan en el DNA en una reaccio´n lenta, que se cree
que es la limitante. En el segundo paso se produce una asociacio´n ra´pida de dı´me-
ros de H2A y H2B con los tetra´meros. Finalmente tiene lugar el enrollamiento
del DNA alrededor del octa´mero de histonas. Durante el proceso de ensamblaje,
las carabinas o complejos de ensamblaje de histonas deben trabajar en concier-
to con actividades remodeladoras de la cromatina que espacien los nucleosomas
adecuadamente. La mayor parte del proceso de ensamblaje se lleva a cabo du-
rante la fase S del ciclo celular, cuando se replica el DNA. En e´l intervienen
complejos de ensamblaje de histonas, como son CAF-1 (Chromatin Assembly
Factor 1) y RCAF (Replication Coupled Assembly Factor), presentes tanto en
humanos como en levadura. Estos dos complejos de ensamblaje o carabinas de
histonas, interaccionan con tetra´meros H3/H4 con un patro´n de acetilacio´n de
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histonas especı´fico que implica que las lisinas 5 y 12 de la histona H4 este´n ace-
tiladas. Adema´s tambie´n se efectu´a deposicio´n de histonas fuera de la fase S para
reestablecer nucleosomas alterados por la reparacio´n del DNA o en segmentos
de DNA activamente transcritos. Por otro lado, la alteracio´n de los nucleosomas
producida tras el paso de la maquinaria transcripcional en segmentos altamen-
te transcritos debe ser reparada, relocalizando de nuevo los nucleosomas. Se ha
identificado un complejo de ensamblaje de histonas en mamı´feros que actu´a fue-
ra de la fase S al cual se le ha dado el nombre de HIRA (Histone Regulation A).
HIRA ensambla la histona H4 y una variante de la histona H3 en zonas trans-
cripcionalmente activas [6]. En realidad los genes HIR (HIstone Regulation) de
levadura fueron identificados previamente como reguladores negativos de la ex-
presio´n de histonas [7].
Como se ha comentado anteriormente, los complejos de ensamblaje de his-
tonas deben actuar conjuntamente con actividades remodeladoras de la croma-
tina. Ası´ parece ocurrir, por ejemplo, con ARP4 (Actin-related proteins 4), un
gen esencial en levadura componente del complejo remodelador de la cromati-
na INO80 y del complejo histona acetiltransferasa NuA4. Las proteı´nas Arp4
pueden interaccionar con las histonas internas in vitro, y su mutacio´n condicio-
nal provoca defectos en la estructura de la cromatina del DNA episomal [8].
Se ha propuesto que las proteı´nas Arp que constituyen el complejo INO80 pue-
dan tener actividad de ensamblaje de histonas que ayude al complejo durante
la reorganizacio´n de los nucleosomas. Otro ejemplo de un complejo remodela-
dor de la cromatina que podrı´a contener actividad carabina de histonas es RSF
(Remodelling and Spacing Factor), descubierto en humanos como participante
en el inicio de la transcripcio´n por la RNA polimerasa II en moldes de cromatina
in vitro [9]. RSF es capaz de unir histonas H3/H4 y promover el ensamblaje de
cromatina in vitro [10]. Se cree que la subunidad Rsf-1 serı´a la implicada en la
actividad de ensamblaje de histonas.
Para conseguir una cromatina estructuralmente abierta y funcionalmente com-
petente para la activacio´n transcripcional, las ce´lulas emplean dos tipos de com-
plejos multiproteicos. Los que utilizan la energı´a del ATP para producir cambios
en la estructura de la cromatina reciben el nombre de complejos remodelado-
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res de la cromatina. Otros catalizan enzima´ticamente reacciones que modifican
covalentemente las histonas. De este u´ltimo grupo de complejos tratara´ el apar-
tado 1.2 (pa´g. 25).
Los complejos remodeladores de la cromatina se clasifican en diversas fami-
lias segu´n la similitud estructural de su subunidad adenosı´n trifosfatasa (ATPa-
sa). Los complejos de este tipo identificados en S. cerevisiae se muestran en la
tabla 1.1.
Tabla 1.1. Complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP presen-
tes en S. cerevisiae. Adaptada de [3].
Familia de ATPasa Complejo Subunidades
ISWI
Isw1a [11] Isw1p, Ioc3p
Isw1b [11] Isw1p, Ioc2p, Ioc4p
Isw2 Isw2p, Itc1p
SWI2/SNF2
SWI/SNF Snf2p, Arp7p, Arp9p, Rtt102p, Snf11p,Snf12p, Snf5p, Snf6p, Swi1p, Swi3p, Swp82, Taf14p
RSC
Sth1p, Rsc1p, Rsc2p, Rsc3p, Rsc4p, Rsc6p,
Rsc8p, Rsc9p, Rsc30p, Rsc58p, Htl1p,
Npl6p, Sfh1p, Rtt102p
SWR1 [12]
Swr1p, Act1p, Arp4p, Rvb1p, Rvb2p,
Arp6p, Yaf9p, Vps71p, Vps72p, Swc1p,
Aor1p, God1p
INO INO80
Ino80p, Act1p, Arp4p, Arp5p, Arp8p,
Ies1p, Ies3p, Nhp10p, Rvb1p, Rvb2p,
Taf14p
CHD CHD1 Chd1p
Los complejos remodeladores son capaces de reconocer nucleosomas con
distinta composicio´n y modificaciones. Se debe remarcar que los nucleosomas
se encuentran en formas muy especializadas. Esa especializacio´n viene determi-
nada por la presencia de distintas variantes de las histonas en los nucleosomas y,
sobre todo, por los diferentes estados de modificacio´n postraduccional (acetila-
cio´n, metilacio´n, etc...) en los que se pueden presentar. De ahı´ que exista una gran
diversidad de remodeladores, capaces de reconocer esa diversidad de sustratos.
Las funciones celulares que desarrollan estos complejos son muy variadas.
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La regulacio´n de la activacio´n transcripcional es, quiza´s, la ma´s estudiada. Los
nucleosomas posicionados en elementos reguladores impiden la unio´n de facto-
res transcripcionales, lo que causa represio´n ge´nica. Gracias a los remodeladores
el posicionamiento de los nucleosomas es, sin embargo, dina´mico. Los comple-
jos remodeladores ayudan a posicionar nucleosomas en una localizacio´n deter-
minada en genes reprimidos, y los reposicionan para permitir la activacio´n. Esto
explica por que´ la actividad remodeladora puede tener tanto efectos activadores
como represores de la transcripcio´n. Por ejemplo, se han descrito remodeladores
del grupo SWI2/SNF2 que regulan la transcripcio´n alterando el posicionamien-
to de nucleosomas en promotores [13]. Asimismo, complejos del grupo ISWI
tienen funciones importantes en el ensamblaje de cromatina y en la formacio´n
de series de nucleosomas con espaciamiento ordenado, lo que se cree que cau-
sa represio´n gene´tica [14]. Se ha observado que estos complejos se asocian con
represores que se unen a DNA y son necesarios para la represio´n de ciertos ge-
nes, probablemente a trave´s de la organizacio´n de cromatina represiva [15, 16].
Apoyando estos hechos, estudios recientes sugieren que el posicionamiento de
nucleosomas por ISW1 podrı´a restringir la capacidad de TBP (TATA-Binding
Protein) y TFIIB para ocupar el promotor, impidiendo la transcripcio´n basal [17].
Los complejos remodeladores de la cromatina tambie´n esta´n implicados en la
deposicio´n de variantes de histonas. La expresio´n de los genes de las histonas se
produce mayoritariamente durante la fase S, pero fuera de esta fase se expresan
otras proteı´nas histonas a un nivel bajo, aunque constante. Estas se denominan
variantes de histonas o histonas de reemplazo. Las variantes de histonas pueden
tener una similitud de secuencia muy alta con la histona cano´nica, como es el
caso de la variante H3.3 de eucariotas superiores con tan so´lo una diferencia de
unos pocos aminoa´cidos, o bien presentar diferencias ma´s sustanciales como en
la variante macroH2A que aparece en el cromosoma X inactivo de ratones hem-
bra, con un 60 % de su secuencia distinta respecto a la forma cano´nica [18]. La
histona H4 no dispone de variantes [19], y la variante H3.3 no existe en levadu-
ra, aunque se cree que la misma histona cano´nica H3 desempen˜a la funcio´n que
H3.3 lleva a cabo en otros organismos [20]. Las variantes de las histonas se han
vinculado a diferentes procesos celulares, como el establecimiento del cinetoco-
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ro en el caso de la variante centrome´rica de H3 (CENP-A en mamı´feros y Cse4p
en S. cerevisiae). Por otro lado, la variante de H2A llamada Htz1p en levadura
(H2A.Z en metazoos), esta´ implicada en la formacio´n de fronteras que eviten
la expansio´n de la cromatina silenciada desde los telo´meros [21]. Existen varios
indicios que apuntan a que el complejo remodelador SWR1 es el intercambiador
de H2A por Htz1 en un proceso dependiente de ATP [22, 12, 23].
Asimismo, el vı´nculo entre los complejos remodeladores de las familias
SWI2/SNF2 y CHD con la elongacio´n de la transcripcio´n se establecio´ hace
an˜os [24, 25, 26]. Ha sido en los u´ltimos an˜os cuando los complejos de la familia
ISWI tambie´n se han relacionado con este proceso. Segu´n el trabajo de 2003 de
Morillon et al. [27], estos complejos pueden regular la transicio´n del inicio de la
transcripcio´n a la elongacio´n. Las dos formas del complejo ISW1 de levadura,
Isw1a e Isw1b, presentarı´an un perfil de ocupacio´n distinto en los genes objetivo.
Isw1a ocuparı´a la zona 5’ (promotor) de los genes, mientras que Isw1b quedarı´a
asociado a las regiones 3’. Se ha sugerido que la proteı´na Ioc4 serı´a capaz de
reconocer las regiones 3’ de los genes gracias a su motivo PWWP (prolina y
tripto´fano conservado) presente en muchas histona metiltransferasas (HMT). Al
haberse demostrado que las zonas 3’ de los genes contienen la histona H3 me-
tilada en la lisina 36, se propone que el motivo PWWP pueda reconocer esta
posicio´n metilada [28].
Algunos complejos remodeladores de la cromatina tambie´n se han relaciona-
do con procesos de reparacio´n del DNA. Ası´, el complejo de S. cerevisiae INO80
se ha asociado con una funcio´n de reparacio´n de la rotura de la doble cadena de
DNA. INO80 interaccionarı´a con la histona H2A fosforilada en la serina 129
presente en las proximidades de las roturas de doble hebra, y se ha propuesto
que este remodelador podrı´a eliminar nucleosomas cercanos al punto de corte
para permitir la unio´n de los extremos rotos [29, 30, 31]. Por otro lado, tambie´n
se ha implicado al complejo SWR1 en la reparacio´n del DNA, puesto que es re-
clutado a la rotura de doble hebra [29]. Otro complejo de levadura al que se le ha
atribuido una funcio´n en la reparacio´n del DNA es el complejo RSC (Remodel
the Structure of Chromatin), habie´ndose hallado interaccio´n fı´sica de algunas
subunidades del complejo con regiones pro´ximas a roturas de doble cadena del
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DNA [32].
Finalmente, los complejos remodeladores tambie´n parecen participar en la
cohesio´n de las croma´tidas hermanas en el proceso de reparto de cromosomas
durante la divisio´n celular. El complejo cohesina media este importante proce-
so. Se han identificado hasta la fecha dos complejos miembros de la familia de
remodeladores SWI2/SNF2 con una funcio´n en la cohesio´n de croma´tidas her-
manas. Uno de ellos es la proteı´na Snf2 de humanos, la cual se ha copurificado
con componentes del complejo cohesina [33]. El otro es el complejo esencial
RSC de levadura. Se han detectado defectos de cohesio´n en cepas mutantes rsc,
e interacciones gene´ticas entre mutantes rsc y componentes o reguladores del
complejo cohesina y componentes del cinetocoro [34, 35].
En suma, lejos de ser una estructura esta´tica y pasiva, la cromatina se en-
cuentra organizada de manera dina´mica, con constantes cambios en la posicio´n
de los nucleosomas, y en la naturaleza o en las modificaciones de las histonas
que los forman. Los responsables de generar toda esta dina´mica son un amplio
grupo de complejos proteicos. La variabilidad de estructuras que potencialmente
se puede llegar a producir a causa de la modificacio´n de los nucleosomas y la
metilacio´n del DNA, es actualmente la base bioquı´mica ma´s so´lida que existe
para explicar la herencia epigene´tica.
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1.2 Modificaciones postraduccionales
de la cromatina
Las histonas esta´n sujetas a un gran nu´mero de modificaciones postraduccio-
nales catalizadas enzima´ticamente, que incluyen la acetilacio´n y metilacio´n de
lisinas (K), la metilacio´n de argininas (R), la fosforilacio´n de serinas (S) y treo-
ninas (T), y la ubicuitinacio´n, sumoilacio´n, ADP-ribosilacio´n y biotinilacio´n de
lisinas. Por si esta complejidad fuera poca, dentro de la metilacio´n disponemos
de varias posibilidades. Las lisinas se pueden mono-, di- o trimetilar, y las argi-
ninas son mono- o dimetiladas. Adema´s, las argininas dimetiladas pueden serlo
sime´trica o asime´tricamente. Asimismo estas modificaciones pueden ser rever-
sibles a excepcio´n de la trimetilacio´n de lisinas, para la cual no se ha hallado
Figura 1.2. Modificaciones postraduccionales ma´s importantes de las histonas in-
ternas. Las formas coloreadas representan las modificaciones conocidas de las histonas
internas, donde Ac en un tria´ngulo rojo es acetilacio´n, P en un octo´gono amarillo, fosfo-
rilacio´n, Me en un penta´gono verde, metilacio´n y Ub en una estrella azul, ubicuitinacio´n.
Extraı´do de [36].
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ninguna actividad enzima´tica capaz de revertirla.
La mayor parte de las marcas1 postraduccionales se producen sobre las regio-
nes de los extremos amino o carboxilo de las histonas (fig. 1.2). Recientemente
se han descubierto tambie´n modificaciones en el dominio globular de las histonas
(revisado en [37]), como se puede apreciar en la figura 1.3.
Los efectos que tienen sobre las cargas de los residuos las modificaciones
ma´s importantes son diversos. En el caso de la acetilacio´n sobre una lisina, se
elimina la carga positiva del grupo ε-amino. La adicio´n de un grupo fosfato a una
serina o treonina, an˜ade dos cargas negativas al residuo modificado. Por u´ltimo,
la metilacio´n no afecta ni al estado de protonacio´n de la lisina ni al de la arginina.
En la actualidad se considera que las histonas son la diana de tantas activida-
des enzima´ticas modificadoras porque la cromatina es la estructura donde tienen
lugar todos los procesos del metabolismo de DNA. Las modificaciones cova-
lentes de las histonas podrı´an modular la funcio´n y/o estructura de la fibra de
cromatina, de forma que diferentes modificaciones tendra´n distintas consecuen-
cias funcionales. De hecho existen numerosos ejemplos sobre combinaciones de
modificaciones especı´ficas que se correlacionan con funciones biolo´gicas. Uno
de ellos, por ejemplo, es la correlacio´n de la trimetilacio´n de la histona H3 en
la lisina 9 [38, 39] y la hipoacetilacio´n de las histonas H3 y H4 [40, 41] con la
represio´n transcripcional en eucariotas superiores.
De acuerdo con estas ideas se ha propuesto la existencia de un co´digo de
histonas [42, 43] (pa´g. 47) formado por el conjunto de modificaciones postra-
duccionales, que dictarı´a el estado de la cromatina. La combinacio´n precisa de
modificaciones de histona especı´ficas de locus se debe a los efectos combinados
del reclutamiento de enzimas modificadoras de histonas a los loci especı´ficos y
a la especificidad inherente de las propias enzimas.
1Las marcas son modificaciones covalentes sobre las histonas en sitios especı´ficos.
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Figura 1.3. Mapa tridimensional de las modificaciones de histonas identificadas en
la superficie del del nucleosoma de Xenopus laevis. (A) Visio´n inferior del eje de la su-
perhe´lice de DNA de la representacio´n de superficie del nucleosoma de vertebrados (sin
los extremos flexibles). Los grupos funcionales de residuos modificados esta´n colorea-
dos de acuerdo con el tipo de modificacio´n postraduccional, con la acetilacio´n en verde,
la fosforilacio´n en rojo, la metilacio´n en azul, los sitios que pueden estar tanto acetilados
como ubicuitinados en pu´rpura, y los sitios que pueden estar tanto acetilados como me-
tilados en azul claro. La superhe´lice del DNA es violeta claro, con las localizaciones de
la superhe´lice (0-7) indicadas. Los sitios ambiguos de modificacio´n esta´n indicados con
llaves y lı´neas discontı´nuas. (B) Vista como en A pero girada 90◦ alrededor del eje de la
diada molecular (Φ). (C) Vista como en A pero girada 90◦ alrededor del eje horizontal
de la mole´cula. Extraı´do de [37].
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Figura 1.4. Modelo de reclutamiento de actividades modificadoras de histonas (en
este caso HATs o HDACs). Las HATs y HDACs son dirigidas a sus promotores diana
a trave´s de una interaccio´n fı´sica con un factor transcripcional especı´fico de secuencia
(FT). Generalmente estas actividades funcionan dentro de un complejo multimolecular,
en el que otras subunidades son necesarias para que la subunidad catalı´tica pueda mo-
dificar nucleosomas alrededor del sitio de unio´n. Las HATs o HDACs tambie´n pueden
modificar otros factores (proteı´na X) aparte de las histonas para regular la transcripcio´n.
Extraı´do de [44].
En cuanto al reclutamiento de las actividades modificadoras de histonas, se
explica en base a interacciones directas del complejo con reguladores transcrip-
cionales especı´ficos de secuencia (fig. 1.4). Ya que las subunidades catalı´ticas
de estos complejos enzima´ticos no poseen capacidad de unio´n a DNA por ellas
mismas, el mecanismo de reclutamiento propuesto precisa que se produzca la
interaccio´n del complejo con algu´n factor transcripcional con especificidad de
reconocimiento de secuencia. Este modelo de reclutamiento no so´lo es va´lido pa-
ra el relacionado con la regulacio´n transcripcional, sino tambie´n para el causado
por reparacio´n del DNA o el establecimiento de la heterocromatina centrome´rica.
Otro mecanismo bastante diferente consiste en el direccionamiento de la metila-
cio´n de la lisina 9 de la histona H3 a la cromatina pro´xima a los centro´meros (en
la levadura de fisio´n Schizosaccharomyces pombe y en mamı´feros) mediado por
pequen˜os RNAs no codificantes [45]. Este tipo de mecanismo no se produce en
S. cerevisiae.
Por otro lado, la especificidad de cada enzima por una histona y por residuos
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especı´ficos dentro de esa histona es una caracterı´stica intrı´nseca de la mayorı´a
de las actividades que modifican histonas.
1.2.1. Acetilacio´n
La reaccio´n de acetilacio´n de las histonas esta´ catalizada por enzimas HAT
que transfieren un grupo acetilo desde el acetil CoA al grupo ε-amino de la
cadena lateral de residuos de lisina especı´ficos de la cola amino terminal (en
ocasiones del dominio globular) de las histonas. La reaccio´n contraria esta´ ca-
talizada por actividades histona desacetilasa, abreviada como HDAC (fig. 1.5).
Cla´sicamente la acetilacio´n de histonas en determinadas regiones de la cromati-
na se ha asociado a la activacio´n ge´nica. De hecho dominios cromoso´micos si-
lenciados se encuentran hipoacetilados, y regiones activas transcripcionalmente
se hallan enriquecidas en histonas acetiladas [40]. Como mecanismo de regula-
cio´n transcripcional se ha propuesto que al perder las histonas acetiladas parte
de su carga positiva, disminuye su afinidad por el DNA y esto afecta a las in-
teracciones nucleosoma-nucleosoma. Estos cambios generarı´an una estructura
ma´s abierta que permitirı´a la interaccio´n de la maquinaria transcripcional con el
DNA [46, 47]. Asimismo, el modelo es coherente con la observacio´n de que la
desacetilacio´n produce una estructura ma´s compactada que dificulta la unio´n de
factores proteicos [48].
En la actualidad queda fuera de toda duda que las modificaciones quı´micas
de las histonas afectan directamente a la transcripcio´n, tanto basal como regula-
da, y a su iniciacio´n y elongacio´n. Tambie´n afectan a la replicacio´n, reparacio´n
y recombinacio´n del DNA, de modo que participan en la regulacio´n del ciclo
celular y de procesos de diferenciacio´n, desarrollo y apoptosis celular (revisado
en [49, 36]).
La acetilacio´n y la desacetilacio´n de histonas se puede clasificar en dirigida o
global segu´n que´ tipo de regiones geno´micas sean las afectadas por estas modifi-
caciones [50]. Las modificaciones dirigidas se producen en promotores de genes,
como la desacetilacio´n del promotor del gen INO1 de levadura por el complejo
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Figura 1.5. Estructura molecular de la lisina y la acetil-lisina. La acetilacio´n de his-
tonas es catalizada por complejos HATs, y revertida por complejos HDACs. Modificada
a partir de una imagen de http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch4G.htm.
Rpd3 [51] o la acetilacio´n por parte de SAGA del promotor del gen HIS3 [52].
La acetilacio´n o desacetilacio´n global no dirigida se produce independientemen-
te de proteı´nas de unio´n a DNA de secuencia especı´fica. Este tipo de acetilacio´n
se descubrio´ cuando la delecio´n de las HDACs RPD3 y HDA1, o la de las HATs
GCN5 o ESA1 produjeron incrementos o disminuciones de los niveles de acetila-
cio´n en un dominio de 4.25 kb de cromatina que no poseı´a secuencias conocidas
para el reclutamiento de estas actividades [53]. Se cree que la actuacio´n de los
complejos HAT o HDAC de forma no dirigida (global) a lo largo del genoma
puede contribuir al cambio ra´pido del estado de acetilacio´n de la cromatina [54].
1.2.1.1. Histona acetiltransferasas
Los complejos HATs se han clasificado tradicionalmente en dos grandes gru-
pos: A y B, en funcio´n de su localizacio´n subcelular y de su capacidad de mo-
dificar histonas ensambladas en nucleosomas [55]. Las HATs de tipo A son en-
zimas nucleares que pueden acetilar histonas ensambladas en cromatina, y que
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habitualmente esta´n relacionadas con procesos de regulacio´n de la transcripcio´n.
Por su parte, los complejos de tipo B se han descrito cla´sicamente como com-
plejos de localizacio´n citoplasma´tica, y que u´nicamente acetilan histonas libres,
presuntamente para su posterior deposicio´n en la cromatina. Sin embargo, nues-
tro grupo ha sugerido recientemente que la clasificacio´n deberı´a basarse so´lo en
la capacidad de acetilar histonas nucleosomales, puesto que el complejo HAT B
de S. cerevisiae ha sido detectado en el nu´cleo [56, 57]. Por el momento se cono-
cen dos HATs de tipo B en levadura. La primera, denominada HAT B y cuya
subunidad catalı´tica es la proteı´na Hat1, tiene especificidad por la histona H4. La
segunda, que contiene como subunidad catalı´tica a Gcn5p y es especı´fica por la
histona H3, recibe el nombre de Hat B3.1 [58]. El resto de HATs que han sido
aisladas pertenecen al tipo A.
Han sido descritas ma´s de veinte proteı´nas de distintos organismos eucario-
tas (ver tabla 1.2 en pa´g. 34) con actividad HAT que intervienen en la regulacio´n
de la expresio´n de los genes y en otros procesos celulares esenciales. Estas pro-
teı´nas se encuentran en diferentes organismos eucariotas, en los que se han vin-
culado con un gran nu´mero de funciones [59]: ensamblaje de nucleosomas, re-
plicacio´n, reparacio´n y recombinacio´n del DNA, apoptosis celular, transcripcio´n
basal, elongacio´n del transcrito por la RNA polimerasa II, o el silenciamien-
to transcripcional, sin olvidar la regulacio´n transcripcional. Es destacable que
muchas de las proteı´nas que poseen actividad HAT (ası´ como muchas de las pro-
teı´nas que contienen otro tipo de actividad modificadora de histonas) actu´an in
vivo formando parte de complejos de elevada masa molecular, e incluso pueden
formar parte de distintos complejos (por ejemplo Gcn5p de levadura se encuen-
tra en los complejos ADA, A2, SAGA y SALSA/SLIK [60, 61, 62]). Las HATs,
por tanto, se encuentran in vivo asociadas a otras proteı´nas auxiliares formando
complejos multiproteicos cuyas propiedades, en particular su especificidad de
sustrato, no suelen coincidir con las de la subunidad catalı´tica HAT que poseen.
Los complejos con actividad HAT son los responsables de establecer los estados
de acetilacio´n apropiados para producir, directa o indirectamente, alguna de las
mu´ltiples funciones vinculadas con esta modificacio´n.
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Familias de Histona Acetiltransferasas
Las histona acetiltransferasas se pueden clasificar en cinco grandes familias
y dos categorı´as independientes. Estas familias son las siguientes:
GNATs por GcN5-related AcetylTransferases
MYST por histona acetiltransferasas relacionadas con MOZ, Ybf2/Sas3,
Sas2 y Tip60
p300/CBP
La familia de HATs relacionadas con hormonas nucleares
La familia de HATs que son factores transcripcionales generales asociados
a TBP (como Taf1p de levadura y TAFII250 de humanos)
Por otro lado el complejo TFIIIC de humanos se considera una categorı´a in-
dependiente, ası´ como la proteı´na Nut1, debido a la falta de similitud estructural
con enzimas de otras familias.
La familia GNAT comprende HATs que muestran similitud de secuencia y
de estructura con Gcn5p. Las HATs de este grupo contienen tres regiones de
secuencia conservada de una longitud total de unos 18 aminoa´cidos (motivos
D, A y B del dominio histona acetiltransferasa). Algunos de los miembros de
esta familia tambie´n poseen otros dominios funcionales, como una regio´n amino
terminal de homologı´a con PCAF de metazoos, y un bromodominio carboxilo
terminal que interacciona con residuos de lisinas acetilados de histonas.
Una de las funciones ma´s relevantes asignadas a los miembros de la familia
GNAT ha sido la activacio´n de la transcripcio´n. De hecho, la proteı´na Gcn5 fue
descrita inicialmente como coactivador transcripcional. Los mecanismos por los
que estas enzimas son capaces de activar la transcripcio´n esta´n siendo estudiados
principalmente en levadura. Se ha demostrado que el complejo dependiente de
Gcn5p, SAGA, estimula la activacio´n de Gal4-VP16 (quimera entre dominio
de unio´n a DNA del activador de levadura Gal4, y el factor transcripcional del
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virus del herpes simplex, VP16) requiriendo para ello su actividad HAT [63].
El reclutamiento de SAGA (un complejo con similitudes al complejo STAGA
de humanos) hacia los activadores ocurre a trave´s de contactos con la proteı´na
Tra1 de levadura. Sorprendentemente, el complejo SAGA esta´ implicado tanto
en la activacio´n del promotor del gen ARG1 por el activador Gcn4, como en la
represio´n del mismo promotor mediante el complejo ArgR/Mcm1 [64].
La reparacio´n del DNA es otra de las funciones de las HATs de la familia
GNAT. El complejo STAGA se asocia con la proteı´na de unio´n a DNA dan˜ado
por radiacio´n UV-DDB (UV-DNA Double strand Break), tambie´n llamada p127,
y a SAP130 [65]. El complejo HAT humano TFTC (similar a SAGA de levadura)
tambie´n se asocia con SAP130, y exhibe mayor actividad sobre nucleosomas
que contienen DNA irradiado con luz UV [66]. Asimismo, en levadura se ha
demostrado recientemente, que Hat1p (miembro de la familia de GNATs) se une
a roturas de doble hebra de DNA, incrementando la acetilacio´n de la lisina 12 de
H4 (sitio especı´fico de acetilacio´n de Hat1p) [67].
Los miembros de la familia MYST se identificaron inicialmente como su-
puestas HATs en base a una regio´n en el dominio MYST, que es homo´loga al
dominio cano´nico de unio´n a acetil CoA (motivo A), encontrado en la super-
familia GNAT. Este dominio MYST contiene adema´s del motivo A, un dedo de
zinc importante para la funcio´n HAT [49]. Las HATs de esta familia desempen˜an
un amplio rango de funciones celulares, de modo similar a las GNATs, aunque
las HATs MYST tambie´n tienen un papel en el silenciamiento de la transcrip-
cio´n. El cromodominio que contienen algunas de las HATs pertenecientes a esta
familia, el cual es responsable de la unio´n a lisinas metiladas en histonas nu-
cleosomales, tambie´n podrı´a mediar su papel en el silenciamiento. De hecho, el
silenciamiento ge´nico fue la funcio´n por la que se caracterizaron los genes de
levadura SAS2 y SAS3. Estos fueron seleccionados porque su mutacio´n poten-
cia defectos de silenciamiento epigene´ticos en cepas mutantes sir1 [68]. Tanto
Sas2p como Sas3p promueven el silenciamiento en el locus de levadura HML,
mientras que lo antagonizan en HMR. Adema´s, Sas2 promueve el silenciamiento
en los telo´meros, probablemente a trave´s de la acetilacio´n de la lisina 16 de H4
para mantener las fronteras de la heterocromatina telome´rica [69, 70]. La histona
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Tabla 1.2. Familias conocidas de histona acetiltransferasas en distintos organismos. Modificada a partir de [3].
familia Enzima Organismos Complejo Especificidad Funcio´nHAT HAT conocidos
Gcn5 De levadura a humanos SAGA, ADA, SALSA/SLIK, H3, H2B Coactivador
HAT A2, HAT B3.1
GNAT
PCAF Humanos, rato´n PCAF H3, H4 Coactivador
Hat1 Levadura HAT B, HAT A3 H4 (K5, K12), Deposicio´n deH2B histonas, silenciamiento
Elp3 De levadura a humanos Elongador H3, H4 Elongacio´n transcripcional
Hpa2 Levadura H3, H4 Desconocida
ATF-2 Humanos, rato´n H2B, H4 Factor de transcripcio´n
especı´fico de secuencia
Sas2 Levadura SAS H4 K16 Silenciamiento
MYST
Sas3 Levadura NuA3 H3, H4, H2A Silenciamiento
MORF Humanos H4>H3 Desconocida
Tip60 Humanos TIP60 H4≫H3, H2A Interaccio´n con Tat del HIV,
reparacio´n de DNA, Apoptosis
Esa1 Humanos, levadura NuA4 H4, H2A Progresio´n en el ciclo celular
MOF Mosca de la fruta MSL H4 (K16) Compensacio´n de la dosispor hiperactivacio´n del cromosoma X
Hbo1/Chm Humanos, mosca de la fruta HBO1 H3, H4 Replicacio´n del DNA
MOZ Humanos AML1 H3, H4>H2A Activacio´n de la transcripcio´n,
otras funciones desconocidas
CLOCK Rato´n, mosca de la fruta CLOCK/BMAL1 H3, H4 Regulacio´n transcripcionalgenes ritmo circadiano
p300/CBP p300 Organismos multicelulares H2A, H2B, H3, H4 CoactivadorCBP H2A, H2B, H3, H4 Coactivador
Coactivadores ACTR H3>H4 Coactivadores receptores de hormonas
receptores SRC-1 Humanos, rato´n H3>H4 Coactivadores receptores de hormonas
de hormonas TIF2 Coactivadores receptores de hormonas
TAFII250 Taf1/TAFII250 De levadura a humanos TFIID H3>H4, H2A Factor asociado a TBP,Progresio´n en el ciclo celular
TFIII220
TFIIIC TFIII110 Humanos TFIIIC H3, H4>H2A Transcripcio´n mediadapor RNA polimerasa III
TFIII90
Nut1 Nut1 Humanos, levadura Mediador H3>H4 Transcripcio´n mediadapor RNA polimerasa II
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desacetilasa Sir2p parece tener un papel antagonista al de Sas2p, en cuanto a que
desacetila el mismo residuo que acetila Sas2p. En Drosophila se ha caracterizado
una MYST denominada Chameau (Chm), homo´loga a la humana HBO1, que es
supresor dominante de la variegacio´n por efecto de posicio´n [71].
La activacio´n de la transcripcio´n es otra de las funciones de las proteı´nas de
la familia MYST. El complejo NuA4, cuya subunidad catalı´tica es la proteı´na
MYST Esa1, puede unirse especı´ficamente a nucleosomas asociados a activado-
res para producir una activacio´n transcripcional in vitro [63]. Adema´s, la proteı´na
Tra1, u´nica subunidad comu´n entre NuA4 y SAGA (dependiente de Gcn5), es ca-
paz de interaccionar con activadores acı´dicos [72]. Cabe resaltar que se ha des-
crito que NuA4 toma parte en la acetilacio´n global geno´mica, aunque tambie´n se
encuentra presente en promotores de genes especı´ficos [73, 53]. Tambie´n el com-
plejo NuA3 de levadura, que contiene la proteı´na MYST Sas3 [74], desempen˜a
un papel en la transcripcio´n. NuA3 interacciona con Spt16p, la cual forma parte
del complejo implicado en la elongacio´n de la transcripcio´n FACT (FAcilitates
Chromatin Transcription). MOZ humana (MOnocytic leukaemia Zinc finger),
otra HAT de tipo MYST, estimula la transcripcio´n mediada por el complejo
AML-1 (Acute Myeloid Leukaemia 1), aunque probablemente este´ mediada por
su dominio de transactivacio´n, y no por su dominio HAT [75].
Por otro lado, Esa1p es esencial en S. cerevisiae, y NuA4, el complejo mul-
tiproteico del que forma parte, es imprescindible para el crecimiento celular.
Estudios sobre proteı´nas asociadas a Esa1 y su homo´loga humana, Tip60 (Tat
interactive protein, 60 kDa), han mostrado conexiones entre ellas y el control de
la proliferacio´n celular. Por ejemplo, la proteı´na TRRAP humana, homo´loga a
Tra1 de levadura, interacciona con c-Myc, E2F y E1A (oncoproteı´na de adeno-
virus) y es requerida para sus actividades de transformacio´n celular [76, 77, 78].
El complejo HAT NuA4 es necesario para la transcripcio´n dependiente de p53 en
levadura, presuntamente a trave´s de su subunidad Yng2 (homo´loga al supresor
de tumores humano ING1). Especialmente llamativo es el hecho de que en leva-
dura el doble mutante gcn5∆sas3∆ sea sinte´tico letal y bloquee el ciclo celular en
la transicio´n G2/M [79]. La reparacio´n del dan˜o en DNA tambie´n se encuentra
entre las funciones de las HATs de este tipo. Concretamente NuA4 es necesario
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para la funcio´n de p53 expresada en levadura, y asimismo mutaciones en sub-
unidades del complejo NuA4 potencian la sensibilidad a agentes que dan˜an el
DNA [80]. La subunidad Yng2 de NuA4 esta´ implicada en la respuesta al dan˜o
en DNA durante la fase S, lo que sugiere un papel importante para ese complejo
en el mantenimiento cromoso´mico en la replicacio´n del DNA [81]. En particu-
lar se ha demostrado que la acetilacio´n dependiente de Esa1p es requerida para
la reparacio´n de roturas de DNA de doble cadena (DDSB, DNA Double Strand
Break), e implica un complejo que contiene Arp4p en los lugares de rotura. Cu-
riosamente, Tip60p, homo´loga de Esa1p en humanos, tambie´n esta´ implicada en
reparacio´n del DNA y apoptosis [82].
La familia de HATs p300/CBP incluye a las dos proteı´nas homo´logas p300
y CBP de eucariotas multicelulares, que son normalmente referidas como una
u´nica entidad (p300/CBP) por ser consideradas homo´logos estructurales y fun-
cionales. p300/CBP es un activador transcripcional global con papeles crı´ticos
en gran nu´mero de procesos celulares, como el control del ciclo celular, la dife-
renciacio´n y la apoptosis. Las HATs de esta familia estimulan la transcripcio´n de
genes interaccionando, directamente o a trave´s de otras proteı´nas, con factores
de transcripcio´n de unio´n a promotores, como CREB, receptores nucleares de
hormonas y activadores relacionados con oncoproteı´nas [83].
La familia de HATs relacionadas con hormonas nucleares tambie´n se ha vin-
culado con la activacio´n transcripcional, pero en este caso desencadenada por
sen˜ales hormonales. Esta familia de HATs se halla implicada en otro sistema de
activacio´n transcripcional, como demuestran las actividades HAT de los coacti-
vadores humanos ACTR y SRC-1, que interaccionan con receptores nucleares
de hormonas [83].
Finalmente, la familia de HATs que son TAFs (TBP Associated Factor) in-
cluye a la humana TAFII250 que posee dos bromodominios y una actividad qui-
nasa asociada. Se ha postulado que la actividad HAT de TAFII250 podrı´a estar
relacionada con la formacio´n del complejo de iniciacio´n de la transcripcio´n [83].
La proteı´na homo´loga de TAFII250 en levadura es Taf1/Taf145 [84]. Taf1p for-
ma parte de TFIID, y carece de bromodominios, por lo que se ha propuesto que la
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proteı´na Bdf1, que se asocia a las histonas H3 y H4 y posee dos bromodominios,
podrı´a corresponder al extremo carboxilo terminal de TAFII250 de organismos
superiores [85, 86].
1.2.1.2. Histona desacetilasas
Las histona desacetilasas (HDACs en adelante) esta´n clasificadas en varias
familias que esta´n conservadas de levadura a humanos [87, 88]. Las HDACs de
clase I, II y III de humanos, son homo´logas a las HDACs de levadura Rpd3p,
Hda1p y Sir2p, respectivamente. Las clases I y II son sensibles al inhibidor de
HDACs tricostatina A (TSA) [89], mientras que la clase III es insensible y su ac-
tividad requiere NAD+ como cofactor [90]. Al igual que las HATs, las HDACs
se han visto implicadas en una serie de funciones celulares muy diversas, como
son la represio´n transcripcional, el desarrollo, la diferenciacio´n celular, la inac-
tivacio´n del cromosoma X en hembras de mamı´feros y la variegacio´n por efecto
de posicio´n en la mosca de la fruta.
La clase I incluye a HDAC1, HDAC2, HDAC3 y HDAC8 de mamı´feros,
mientras que la clase II incluye a HDAC4, HDAC5, HDAC6, HDAC7, HDAC9
y HDAC10. Ambas clases esta´n definidas por su homologı´a a las dos HDACs de
levadura mencionadas anteriormente, Rpd3p y Hda1p.
Las HDACs de clase I poseen una localizacio´n nuclear y se expresan en todo
tipo de tejidos. Las funciones con las que se han relacionado las HDACs I son
diversas, entre ellas se encuentran la represio´n transcripcional y la diferencia-
cio´n celular. Ejemplos de HDACs de este tipo son el complejo remodelador de la
cromatina NuRD (presente en mosca de la fruta, rato´n y humanos) que contiene
HDAC1 y HDAC2, y el complejo Sin3 que comparte las subunidades catalı´ticas
HAT, y contiene el correpresor transcripcional general Sin3 [91]. Los comple-
jos de clase I interaccionan en mamı´feros con una gran variedad de reguladores
transcripcionales, muchos de ellos proteı´nas de unio´n a DNA, como el represor
Mad de [92] y los correpresores de hormona dependientes de receptor NCoR y
SMRT [93]. El complejo HDAC de levadura Rpd3/Sin3 se asocia al factor trans-
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cripcional Ume6 para reprimir genes de meiosis temprana en crecimiento vege-
tativo [94]. Los complejos de esta clase tambie´n interaccionan con otro tipo de
proteı´nas aparte de factores transcripcionales, como son: DNA metiltransferasas
o histona metiltransferasas (Dnmt3p o Su(Var)3-9 [95, 96]), factores reguladores
del desarrollo (proteı´nas del grupo Polycomb [97]) y reguladores del crecimiento
celular (p33ING1 [98]).
A diferencia de las HDACs I, las HDACs de tipo II se expresan de modo es-
pecı´fico de tejido en mamı´feros, y algunas de ellas (HDAC4, HDAC5 y HDAC7)
se movilizan del citoplasma al nu´cleo tras la fosforilacio´n. Los miembros de
esta familia participan en la diferenciacio´n del mu´sculo esquele´tico por interac-
cio´n con proteı´nas de la familia del factor transcripcional especı´fico de mu´sculo
MEF2 [99]. Tambie´n interaccionan con los correpresores NCoR, SMRT y BcoR
(correpresor especı´fico del gen BCL6) [100, 101].
En u´ltimo lugar, las HDACs de clase III se definen por guardar homologı´a
con el dominio catalı´tico del factor transcripcional de silenciamiento Sir2p (Silent
mating type Information Regulator 2). Sir2p se aislo´ gene´ticamente como un
miembro de la familia SIR de proteı´nas de levadura. Las cuatro proteı´nas SIR
(Sir1, Sir2, Sir3 y Sir4) esta´n implicadas en la formacio´n de cromatina silencia-
da altamente compactada que esta´ hipoacetilada en H3 y H4 [40, 41].
Regulacio´n de la funcio´n de HATs y HDACs
Las HATs y HDACs controlan multitud de procesos celulares a trave´s de la
acetilacio´n de sustratos cromatı´nicos. La desregulacio´n de HATs y HDACs se ha
relacionado con el desarrollo de un gran nu´mero de tumores humanos [102, 103].
Se ha demostrado que la funcio´n de las HATs y las HDACs esta´ fuertemente
regulada en las ce´lulas a trave´s de los tres mecanismos fundamentales [44] que
se comentan a continuacio´n.
El primero de los mecanismos consiste en la modulacio´n de los niveles de
proteı´na. ´Esta ha sido documentada en rato´n para HDAC1, para la cual el nivel
de mRNA aumenta tras la hiperacetilacio´n de las histonas [104], y tambie´n se
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incrementa en una lı´nea de linfocitos de rato´n estimulada con factores de creci-
miento [105].
En segundo lugar la actividad de estos enzimas puede ser incrementada o
disminuida por distintos medios. En algunos casos la modificacio´n postraduc-
cional de la propia enzima, como la fosforilacio´n de CBP [106] o la sumoilacio´n
de HDAC4 [107] consiguen alterar la actividad enzima´tica. En otras ocasiones
las interacciones con otras proteı´nas son las que modifican la actividad HAT o
HDAC. Por ejemplo se ha descrito que la actividad HAT de p300/CBP es es-
timulada por factores transcripcionales especı´ficos de secuencia como HNF1-α
[108] y Elk1 en su forma fosforilada [109]. Tambie´n la disponibilidad de cofac-
tores metabo´licos puede afectar a la actividad, como es el caso de Sir2p. Sir2p,
que requiere el cofactor NAD+, se encuentra relacionada gene´ticamente con al-
gunas enzimas de rutas metabo´licas de NAD+, lo que sugiere que los niveles de
acetilacio´n y las redes metabo´licas esta´n acoplados [110].
Por u´ltimo, la disponibilidad de los enzimas puede regularse por su capacidad
para interaccionar con factores transcripcionales especı´ficos, que a veces implica
el cambio de su localizacio´n subcelular. Un ejemplo tı´pico de regulacio´n por
localizacio´n subcelular es el de la fosforilacio´n de HDACs de tipo II. HDAC5
se fosforila por proteı´na quinasas dependientes de Ca2+/Calmodulina (CaMKs)
para ser relocalizada al citoplasma en un proceso de crucial importancia para
la diferenciacio´n muscular [111]. Por otro lado, CBP puede ser metilada por
CARM1 (Coactivator ARginine Methyltransferase 1) de modo que disminuye
su afinidad por CREB fosforilado, y se encuentra disponible para interaccionar
con otros factores de transcripcio´n [112].
1.2.2. Metilacio´n
La metilacio´n postraduccional de las histonas fue descrita hace ma´s de cuatro
de´cadas [113, 114], pero las funciones asociadas a esta modificacio´n covalente
han permanecido sin desvelar durante mucho tiempo. La metilacio´n de histonas
nucleosomales en mu´ltiples residuos y en patrones definidos forman parte del
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sistema de sen˜alizacio´n postulado en la hipo´tesis del co´digo de histonas. Esta
modificacio´n se lleva a cabo sobre las cadenas laterales ba´sicas de arginina y
lisina, generalmente de las regiones amino terminales de las histonas H3 y H4,
aunque tambie´n se metilan residuos de las zonas globulares.
Las lisinas se pueden mono-, di- y trimetilar por accio´n de histona metiltrans-
ferasas (HMTs), mientras que las argininas u´nicamente se pueden monometilar
y dimetilar por las proteı´na arginina metiltransferasas (PRMTs). Dentro de las
HMTs especı´ficas de lisinas encontramos la familia SET, que se caracteriza por
poseer un dominio SET (Su(Var) Enhancer of Zeste Trithorax). Dot1p es la u´ni-
ca HMT que no contiene dominio SET, aunque se ha determinado la estructura
cristalina de las enzimas Dot1p de levadura y humanos, observa´ndose propie-
dades estructurales semejantes a las de las proteı´nas SET, y tambie´n a las de
las PRMTs [115, 116]. Por otro lado, la dimetilacio´n de la arginina puede ser
asime´trica o sime´trica, siendo catalizadas las reacciones por PRMTs de tipo I o
de tipo II respectivamente.
La metilacio´n de histonas se habı´a considerado una modificacio´n postraduc-
cional irreversible hasta muy recientemente. Dos trabajos demostraron que la
forma monometilada de la arginina es desmetilada a citrulina por la enzima hu-
mana PAD4, lo que dejarı´a por resolver el problema de la regeneracio´n del resi-
duo de arginina para permitir posteriores modificaciones [117, 118]. Asimismo
se ha descrito otra enzima humana, LSD1, capaz de desmetilar las formas mono-
y dimetiladas de la lisina 4 de la histona H3 a trave´s de una reaccio´n redox que
genera formaldehı´do [119], regenerando el residuo de lisina que puede volver
a ser metilado. Sin embargo, au´n no se han descrito enzimas que desmetilen la
forma trimetilada de la lisina.
Histo´ricamente la metilacio´n ha sido vinculada a la represio´n transcripcio-
nal y al establecimiento de heterocromatina. Dependiendo del residuo metilado
y de su relacio´n con otras modificaciones de la cromatina en su entorno, es-
ta modificacio´n se encuentra asociada a una funcio´n diferente. Por ejemplo, la
metilacio´n de la lisina 9 de H3 se ha relacionado con la formacio´n de hetero-
cromatina y la represio´n transcripcional, mientras que la metilacio´n de la lisina
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4 de H3 se asocia a la activacio´n de la transcripcio´n ge´nica [36]. La heterocro-
matina se puede describir estructuralmente como largos segmentos de genoma,
enriquecidos en secuencias repetitivas, con baja densidad de genes y con series
de nucleosomas de espaciado regular. Adema´s, bioquı´micamente estos dominios
heterocromatı´nicos se caracterizan por la hipoacetilacio´n de histonas, la metila-
cio´n de la lisina 9 de la histona H3, y la metilacio´n del DNA. Sin embargo, la
metilacio´n en la lisina 9 no es un marcador de heterocromatina en S. cerevisiae,
puesto que no se produce en este organismo. La inactivacio´n del cromosoma X
en mamı´feros, la impronta (imprinting), y el establecimiento de heterocromatina
constitutiva son procesos que poseen mecanismos similares a los de la represio´n
transcripcional heredable, y que dependen de HMTs con distintas especificida-
des.
Por otro lado, la metilacio´n se ha relacionado con la activacio´n de la trans-
cripcio´n, concretamente en los procesos de inicio y elongacio´n de la transcrip-
cio´n. Se ha determinado que los genes activos se hallan metilados en la lisina 4
y 36 de H3, lo que sugiere su participacio´n en la activacio´n ge´nica [120, 121].
Segu´n el modelo actual desarrollado a partir de estudios en S. cerevisiae, la mo-
noubicuitinacio´n (ver apartado 1.2.3) de la lisina 123 de H2B facilita el recluta-
miento de Set1, una HMT especı´fica de la lisina 4 de H3 [122]. Esto inducirı´a
la metilacio´n de este residuo y conjuntamente al reclutamiento de Set1, se pro-
ducirı´a el del complejo de elongacio´n Paf1, lo cual coincidirı´a con la fosforila-
cio´n de la serina 5 del dominio carboxilo terminal (CTD) de la RNA polimerasa
II [123, 124]. Sin embargo algunos autores han apuntado que la monometilacio´n
de la lisina 4 de H3 no se ve afectada por la pe´rdida del complejo Paf1, ni por la
pe´rdida de la monoubicuitinacio´n de la lisina 123 de H2B [125]. A continuacio´n
la metilacio´n de K4 de H3 podrı´a ser seguida de la desubicuitinacio´n de la K123
de H2B por Ubp8p, componente del complejo HAT SAGA [126], lo que permi-
tirı´a el reclutamiento de Set2. Esta segunda HMT metiları´a la lisina 36 de H3, lo
que coincide con la fosforilacio´n de la serina 2 del CTD y el inicio de la etapa de
elongacio´n.
Algunos autores han sugerido que la metilacio´n de histonas en genes activos
podrı´a tener un papel de marcador de larga duracio´n para la propagacio´n del es-
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Figura 1.6. Metilacio´n de histonas y activacio´n transcripcional. Se representa la in-
teraccio´n entre la fosforilacio´n de los residuos de serina 2 y 5 del CTD de la RNA
polimerasa II, la metilacio´n de las lisinas 4 y 36 de H3, y la ubicuitinacio´n de la lisina
123 de H2B. Extraı´do de la revisio´n [122].
tado activo tras la divisio´n celular [122]. De hecho, una de las funciones que se
le han atribuido a la metilacio´n de histonas es el mantenimiento de la memoria
celular de estados transcripcionales activos y reprimidos a lo largo del desarrollo
en metazoos. Las proteı´nas tipo SET del grupo Trithorax (TrxG), con actividad
HMT sobre la lisina 4 de H3, se han relacionado con la propagacio´n del estado
activado [127], mientras que las del grupo Polycomb (PcG), tambie´n con el do-
minio SET, median el estado reprimido de la cromatina a trave´s de dos familias
de complejos con actividad HMT, los complejos represores PRC1 y PRC2 [128].
La impronta geno´mica es otro de los procesos en los que se halla implicada la
metilacio´n de las histonas y en este caso tambie´n la metilacio´n del DNA. En
mamı´feros la impronta consiste en la represio´n monoale´lica de los genes hereda-
dos por vı´a materna o paterna. La deteccio´n de metilacio´n de histonas especı´ficas
de alelos en genes con impronta sugirio´ una relacio´n entre ambos procesos [129].
La pe´rdida de este feno´meno en un subconjunto de genes de ce´lulas de rato´n de-
ficientes en un componente de un complejo Polycomb, apunta a una relacio´n
entre el proceso de desarrollo y los complejos remodeladores de la cromatina
que dependen de proteı´nas tipo PcG [130].
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La metilacio´n de la lisina 79 en la histona H3 fue la primera de las modifi-
caciones postraduccionales localizada fuera del extremo amino terminal de las
histonas [131, 132]. Ensayos in vivo han revelado que esta posicio´n es necesaria
para la correcta formacio´n y mantenimiento de cromatina silenciada en las tres
regiones de este tipo que aparecen en S. cerevisiae (telo´meros, loci de determi-
nacio´n sexual HMR o HML, y rDNA) [131, 133, 134], a pesar de que la lisina
79 no se encuentra metilada en ninguna de esas regiones. Se ha propuesto un
modelo en el que la metilacio´n de la posicio´n 79 actu´a previniendo la unio´n de
las proteı´nas SIR a las regiones de cromatina activa, o eucromatina. Ası´ se ase-
gurarı´a que estos factores SIR se encuentran disponibles para el ensamblaje de
estructuras heterocromatı´nicas en las localizaciones adecuadas [135]. El modelo
se apoyo´ en la observacio´n de que el 90 % de las mole´culas de H3 en levadu-
ra se encuentran metiladas en esa posicio´n, y este porcentaje concuerda con la
fraccio´n de genoma que en ese organismo forma parte de eucromatina [131]. Por
otro lado, otro trabajo posterior demostro´ que la metilacio´n de K79 de H3 se pro-
ducı´a a lo largo de las regiones eucroma´ticas del genoma de levadura (asimismo
en regiones eucroma´ticas de eucariotas superiores), pero que se halla infrarepre-
sentada en heterocromatina [134]. A nivel estructural, esta modificacio´n se ha
encontrado en la superficie del nucleosoma, en una regio´n accesible al solvente,
la cual se habı´a identificado como gene´ticamente importante para la estructura
de la cromatina silenciada. Dot1p es la HMT responsable de esta modificacio´n
en levadura, y su homo´loga hDOT1L ha sido implicada en la desregulacio´n de
genes diana de MLL (Mixed Lineage Leukemia) en leucemia.
1.2.2.1. Relacio´n entre metilacio´n y acetilacio´n de histonas
Recientemente se ha sugerido la existencia de una coordinacio´n entre las
actividades responsables de la metilacio´n y la acetilacio´n de histonas. Debido
a que la metilacio´n del extremo amino terminal de H3 se ha visto implicada
en mediar la interaccio´n con nucleosomas de diversas actividades HAT y una
HDAC, resulta atractivo pensar que la metilacio´n de determinados residuos de
H3 pueda servir como transductor universal de la acetilacio´n de histonas [136].
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Entre las HATs cuya actividad se ha vinculado con la metilacio´n de H3 se
encuentran NuA3 (ver apartado 3.1.1 en pa´g. 64), NuA4, SAGA y SALSA/SLIK.
En S. cerevisiae se ha descrito una hipermetilacio´n de la lisina 4 de H3
tras la activacio´n transcripcional de las secuencias UAS (Upstream Activation
Sequence) de GAL1-10. Esta hipermetilacio´n es dependiente de la actividad ubi-
cuitı´n proteasa de Ubp8p, y se piensa que puede estabilizar au´n ma´s el recluta-
miento de SAGA y SALSA/SLIK [137]. La estabilizacio´n se producirı´a gracias
a la interaccio´n de los cromodominios de Chd1, una proteı´na con actividad AT-
Pasa y helicasa componente de SAGA y SALSA/SLIK, con la lisina 4 de H3
metilada. Respaldando esta teorı´a, se ha comprobado que SALSA/SLIK muestra
una actividad preferencial sobre pe´ptidos amino terminales de H3 dimetilados en
la lisina 4 frente a la histona sin modificar [138].
La actividad NuA4 que acetila la lisina 8 de H4 tambie´n se ha visto rela-
cionada con la trimetilacio´n de la lisina 4 de H3 y la di- o trimetilacio´n de la
lisina 36 de H3. Un estudio mediante inmunoprecipitacio´n de cromatina (ChIP)
mostro´ que la asociacio´n de Esa1p, subunidad catalı´tica de NuA4, al promo-
tor activado de MET16, depende de la presencia de Set1 y Spp1 (componen-
tes del complejo HMT COMPASS de levadura), y de Set2 [139]. Adema´s, las
subunidades Esa1 y Eaf3 de NuA4, contienen cromodominios, y se han detec-
tado interacciones gene´ticas entre SET2, EAF1 y EAF2 (componentes tambie´n
de NuA4) [140]. Todos estos datos sugieren fuertemente que NuA4 interacciona
con los residuos de lisina 4 y 36 de H3 una vez metilados por Set1p y Set2p,
respectivamente.
La actividad HDAC Rpd3 de levadura tambie´n se ha visto relacionada con
la metilacio´n del extremo amino terminal de H3 [141, 142]. Se han identificado
dos complejos Rpd3 segu´n su taman˜o: Rpd3L y Rpd3S. El complejo pequen˜o
Rpd3S contiene la subunidad Eaf3, la cual posee un cromodominio que permite
a Rpd3S unirse a la lisina 36 de H3 metilada. Esta metilacio´n se produce por
accio´n de Set2, una HMT asociada a la RNA polimerasa II. Se ha propuesto que
la desacetilacio´n por Rpd3 elimina la acetilacio´n asociada a la elongacio´n para
evitar inicios intrage´nicos de la transcripcio´n [141, 142].
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1.2.3. Fosforilacio´n, ubicuitinacio´n y sumoilacio´n
Fosforilacio´n
La fosforilacio´n de histonas ha sido vinculada a mu´ltiples procesos celula-
res: condensacio´n de cromosomas en mitosis y meiosis [143], la reparacio´n del
DNA, procesos de activacio´n y represio´n transcripcional [144, 145] y apoptosis
o muerte celular programada [146]. Se pueden fosforilar residuos de serina y
treonina de las cuatro histonas internas y tambie´n de H1, tanto en residuos de
serina, como de treonina [147, 36].
Por ejemplo, la proteı´na Snf1, una quinasa de histonas, que fosforila la seri-
na 10 de la histona H3, es requerida para una activacio´n transcripcional adecua-
da [148]. Adema´s esta fosforilacio´n es necesaria para la acetilacio´n dependiente
de Gcn5p en la vecina lisina 14 [149]. En el caso de la reparacio´n del DNA, la
quinasa de punto de control (checkpoint) ATM (Mec1 en levadura), es recluta-
da a la zona en la que se ha producido la rotura del DNA y fosforila la histona
H2A en levadura, o la variante H2AX en mamı´feros [36]. Otra funcio´n en la que
se ha visto involucrada la fosforilacio´n es la condensacio´n de la cromatina. La
fosforilacio´n de H2A (en la serina 1 y la treonina 119), y de H3 (en la treonina
3 y en las serinas 10 y 28) parecen ser marcas de cromatina mito´tica condensa-
da [143]. Asimismo, la fosforilacio´n de la serina 10 de la histona H3 tambie´n
se ha relacionado con la condensacio´n y segregacio´n de cromosomas durante la
mitosis [150, 151].
Al igual que la metilacio´n, la fosforilacio´n parece ser una marca que actu´a
conjuntamente con otras modificaciones generando patrones que son reconoci-
dos por diferentes complejos implicados en llevar a cabo distintos procesos. Ası´,
la fosforilacio´n de la serina 10, induce la acetilacio´n de la lisina 14 en H3, lo
cual se ha correlacionado con la activacio´n de la transcripcio´n de un conjunto de
genes regulados por Gcn5p [149, 148].
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Ubicuitinacio´n
Muchas proteı´nas son susceptibles de ser ubicuitinadas. En S. cerevisiae esta
modificacio´n consiste en la conjugacio´n covalente de una porcio´n de la proteı´na
ubicuitina (Ubi4p) de 381 aminoa´cidos a un residuo de lisina [152]. En gene-
ral todas las proteı´nas, incluyendo las histonas, pueden ser poli-ubicuitinadas,
lo que se ha sugerido es una marca para la degradacio´n de la proteı´na en el
proteasoma [153]. Por otra parte se ha descrito que la mono-ubicuitinacio´n de
lisinas, una modificacio´n que en este caso no esta´ asociada a la degradacio´n
de proteı´nas, puede participar en la regulacio´n de la actividad de las proteı´nas.
La mono-ubicuitinacio´n de las histonas, por ejemplo, consiste en la adicio´n de
u´nicamente 76 aminoa´cidos de Ubi4p (9 kDa). Ası´, por ejemplo, determinados
precursores inactivos de factores transcripcionales de la RNA polimerasa II son
procesados en el proteasoma a sus formas activas, de manera dependiente de
mono-ubicuitinacio´n, para modular la transcripcio´n [152]. Las histonas H2A,
H2B, H3, H1 y la variante H2A.Z de muchos organismos eucariotas tambie´n
pueden ser mono-ubicuitinadas. En la mosca de la fruta y vertebrados las formas
ubicuitinadas de H2A y H2B se localizan en la regio´n 5’ no codificante de genes
con elevados niveles de expresio´n, dando lugar a la idea de que la ubicuitinacio´n
de histonas es requerida para la activacio´n transcripcional. Se ha descrito que la
metilacio´n de la lisina 4 y 79 de la histona H3 son dependientes de la ubicuitina-
cio´n de H2B, y estas combinaciones de modificaciones pueden afectar al estado
de transcripcio´n de determinados genes [123].
Sumoilacio´n
La sumoilacio´n es un proceso similar a la ubicuitinacio´n, pero implica la
conjugacio´n de la proteı´na SUMO (Small Ubiquitin-related MOdifier), cuya ma-
sa molecular es de 11 kDa y en S. cerevisiae se encuentra codificada por el gen
SMT3. La sumoilacio´n de histonas ha sido relacionada con la represio´n trans-
cripcional mediada por el reclutamiento de histona desacetilasas y de la proteı´na
heterocromatı´nica HP1 [154, 155]. Tambie´n se ha sugerido que esta marca parti-
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cipa en la atenuacio´n de la expresio´n de genes transcripcionalmente activos, que
posteriormente sera´n reprimidos [156].
1.2.4. El co´digo de histonas y la herencia epigene´tica
La idea de que una serie de modificaciones postraduccionales covalentes en
las histonas pueda tener una funcio´n de tipo informativo, que vaya ma´s alla´ de
la variacio´n conformacional del nucleosoma por cambios en la carga de los
aminoa´cidos, fue sugerida hace ma´s de una de´cada por varios grupos, entre ellos
el nuestro [157, 158]. En los u´ltimos an˜os los descubrimientos sobre nuevas po-
siciones en las histonas que pueden ser modificadas y las funciones biolo´gicas
de alguna de las marcas ya conocidas o recientemente descritas, ha arrojado nue-
vos datos que finalmente han configurado la hipo´tesis del “co´digo de histonas”
[42, 159]. La enorme variedad de modificaciones covalentes y la densidad de es-
tas marcas sobre las histonas han alentado los intentos por explicar co´mo la cro-
matina puede mediar la regulacio´n de la funcio´n ge´nica y la expresio´n a trave´s de
estas modificaciones. De hecho, la cromatina ha demostrado ser una plataforma
de sen˜alizacio´n extraordinariamente compleja que integra sen˜ales endo´genas y
exo´genas a la ce´lula [160]. Esto redunda en un sistema que permitirı´a la adapta-
cio´n ra´pida de la expresio´n ge´nica a estı´mulos fisiolo´gicos y, simulta´neamente,
la transmisio´n de patrones de expresio´n heredables a la siguiente generacio´n ce-
lular.
Esencialmente, la hipo´tesis del co´digo de histonas asume que, en combina-
cio´n o bien secuencialmente, las marcas en residuos de las histonas nucleoso-
males son una fuente de informacio´n epigene´tica. La informacio´n epigene´tica es
aquella informacio´n heredable que produce cambios en la funcio´n y la expresio´n
ge´nica y no requiere alteraciones en la secuencia de DNA. Esta informacio´n es-
tarı´a contenida en la combinacio´n de marcas presentes en las histonas que forman
los nucleosomas y en extensos dominios de cromatina formados por nucleoso-
mas que comparten las mismas modificaciones covalentes. Ası´, estas modifica-
ciones permitirı´an almacenar una mayor cantidad de informacio´n en la cromati-
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na que la que contiene la secuencia de DNA, y adema´s serı´an capaces de liberar
esa informacio´n segu´n unas reglas determinadas por el co´digo. La transmisio´n
de datos codificados por las histonas de las ce´lulas madres a las ce´lulas hijas,
explicarı´a por que´ las ce´lulas hijas contienen los mismos dominios geno´micos
silenciados que sus progenitoras.
El co´digo postulado implica una serie de reglas [159]:
Las marcas postraduccionales pueden alterar estructuralmente el estado
de la cromatina directamente, influyendo sobre las interacciones histona-
histona o histona-DNA.
Las marcas individuales sobre una histona pueden influir en la modifica-
cio´n de subsiguientes posiciones dentro de la misma histona (en cis), o
bien en residuos de otras histonas del mismo nucleosoma (en trans).
Las marcas pueden servir de anclaje a mo´dulos de unio´n de proteı´nas re-
guladoras (por ejemplo bromodominios y cromodominios), que ası´ leerı´an
las marcas producidas por las actividades modificadoras de la cromatina
(HATs, HDACs, HMTs, etc...).
Las modificaciones que se producen en las histonas pueden ser heredables.
Recientemente se ha propuesto un modelo en el que las modificaciones quı´mi-
cas de aminoa´cidos de las regiones globulares del octa´mero de histonas descri-
tas en los u´ltimos an˜os [161, 162, 163, 164] podrı´an ejercer un papel relevante
en la movilidad de los nucleosomas [37], vinculando las modificaciones de las
histonas y los complejos remodeladores de la cromatina. Estos aminoa´cidos se
encuentran formando contactos histona-DNA, y por tanto son excelentes candi-
datos a modular la afinidad del octa´mero por el DNA mediante la modificacio´n
quı´mica de sus cadenas laterales. El modelo sugiere que la accio´n de complejos
remodeladores de la cromatina expondrı´a estos residuos modificables de las his-
tonas, que se encuentran en la superficie lateral del nucleosoma, presenta´ndolos
a las actividades modificadoras de histonas (por ejemplo HATs). La modifica-
cio´n quı´mica de e´stos alterarı´a la afinidad del octa´mero por el DNA, debilitando
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esta interaccio´n, y permitiendo el deslizamiento de e´ste a lo largo del DNA,
produciendo nucleosomas remodelados establemente, o de alta movilidad. Esto
facilitara´ el acceso a las proteı´nas que deben interaccionar con el DNA (parti-
cipantes en procesos de replicacio´n, reparacio´n, transcripcio´n, etc ...). Por otro
lado los nucleosomas requerirı´an de una nueva remodelacio´n para permitir la
accio´n de enzimas que eliminaran las modificaciones reversibles tales como la
acetilacio´n (HDACs) y la fosforilacio´n (fosfatasas). Ası´ se conseguirı´a obtener
de nuevo nucleosomas de baja movilidad en los que las interacciones histona-
DNA no se han debilitado. El cambio dina´mico en el estado de los nucleosomas
se debe a la naturaleza quı´mica de las interacciones entre las proteı´nas efectoras y
la cromatina. La unio´n de proteı´nas reguladoras de la cromatina (principalmente
complejos remodeladores y complejos con actividad modificadora de histonas)
ha sido descrita como un proceso dina´mico segu´n estudios recientes sobre la
unio´n de proteı´nas especı´ficas de heterocromatina con afinidad por lisinas me-
tiladas [165, 166]. En estos trabajos se demuestra que la proteı´na silenciadora
Hp1 de mamı´feros se encuentra en un ra´pido intercambio con el entorno, de mo-
do que no permanece asociada esta´ticamente a sus sitios de unio´n. Asimismo,
el hecho de que la interaccio´n de los mo´dulos con la cromatina (interacciones
cromodominio/metil-lisina y bromodominio/acetil-lisina) sea de´bil y sus cons-
tantes de disociacio´n sea para ambos casos del orden de 10−4-10−6, implica que
la concentracio´n de DNA asociado con proteı´nas efectoras y la de DNA “libre”
son de magnitudes similares, de modo que las mole´culas cambian continuamen-
te de su forma libre a la unida a cromatina. Esto darı´a cuenta de co´mo se puede
conseguir un tiempo de respuesta breve para la lectura de las marcas epigene´ticas
a pesar de que e´stas presentan una tasa de recambio bastante baja.
La hipo´tesis de la movilizacio´n regulada de los nucleosomas implementa el
co´digo de histonas diferenciando las posibles modificaciones quı´micas en dos ti-
pos. Las de tipo I, que se localizan principalmente en las colas amino terminales
de las histonas, y funcionan como reclutadores de proteı´nas efectoras estabiliza-
doras de la cromatina. Y por otro lado las de tipo II, que se posicionan funda-
mentalmente en la superficie lateral del nucleosoma (regio´n del octa´mero en la
interfaz histonas-DNA, que en las histonas corresponde al dominio globular), y
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comprenden todas las modificaciones que alteran las interacciones directas entre
DNA e histonas.
Se han propuesto dos nuevos conceptos dentro de la biologı´a de las histo-
nas que complementan el co´digo de histonas [167]: los interruptores binarios y
los casetes de modificacio´n. Estos conceptos pueden explicar mecanı´sticamen-
te co´mo se produce la lectura del co´digo de histonas, y por ende, co´mo ejerce
su funcio´n. Recibe el nombre de interruptor binario el modelo segu´n el cual la
fosforilacio´n de un residuo de serina o treonina pro´ximo a un residuo metilado
(lisina o arginina) producirı´a la pe´rdida de la unio´n del mo´dulo efector que se en-
contrara interaccionando con la marca de metil-lisina. Uno de los aspectos ma´s
interesantes de esta hipo´tesis es que ha establecido unas reglas para la prediccio´n
funcional. Si el residuo de lisina metilado se encuentra en primer lugar en el in-
terruptor de tipo metil/fosfo , como es el caso del formado por la lys9/ser10 de la
histona H3, e´ste codificara´ un estado silenciado de la cromatina. Mientras que si
la lisina se posiciona en segundo lugar, como ejemplo teo´rico se puede tomar el
interruptor thr22/lys23 de la histona H3, la cromatina se encontrarı´a en un estado
activado transcripcionalmente.
El esquema que se encuentra en la figura 1.7 muestra una serie de posibles
interruptores binarios, a la vez que ilustra la gran densidad y complejidad de
las marcas presentes en las histonas nucleosomales. Tambie´n resulta llamativo
que todos los posibles interruptores binarios se localicen en los extremos amino
terminales, en los bordes de las regiones helicoidales, o bien en los bucles que
conectan las he´lices α del motivo histone fold. Esto permitirı´a que fueran acce-
sibles a actividades modificadoras de histonas. Este modelo no incluye explı´ci-
tamente otros posibles interruptores binarios (por ejemplo acetil/fosfo o ubicui-
til/fosfo) en los que la fosforilacio´n liberarı´a los mo´dulos de unio´n a acetil-lisinas
o ubicuitil-lisinas. Estos tipos de interruptores podrı´an no ser necesarios puesto
que la acetilacio´n y la ubicuitinacio´n son modificaciones reversibles por activi-
dades enzima´ticas.
Por otro lado un casete de modificacio´n consiste en una secuencia de 3 a 5
aminoa´cidos que contiene un nu´mero elevado de marcas covalentes distintas. Por
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Figura 1.7. Modelo de interruptor binario. Se representan las secuencias de las cuatro
histonas internas humanas, en las que se han sen˜alado la presencia de motivos T/SK y
KS/T (T, treonina; S, serina; K, lisina). Adema´s se han indicado los lugares conocidos
de modificaciones postraduccionales en los interruptores propuestos (P, fosforilacio´n;
M, metilacio´n; Ac, acetilacio´n; Ub, ubicuitinacio´n). Se muestran cuatro posibles inte-
rruptores metil/fosfo en el extremo amino terminal de la histona H3. Extraı´do de [167].
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ejemplo el extremo amino terminal de la histona H4 cuya secuencia es Ser-Gly-
Arg-Gly-Lys, puede contener hasta 3 marcas, fosforilacio´n en la primera posi-
cio´n, metilacio´n en la tercera y acetilacio´n en la quinta. Esto generarı´a hasta 23
posibles patrones de modificacio´n en ese casete. Las modificaciones en residuos
adyacentes a las marcas reconocidas por los sitios de unio´n de los mo´dulos efec-
tores pueden afectar el reconocimiento y la unio´n de los mismos. La presencia de
los casetes de modificacio´n en las histonas sugiere que puedan existir mo´dulos
con la capacidad de reconocer estos complejos patrones de modificacio´n.
Algunos autores, pese a reconocer el papel que puedan desempen˜ar in vi-
vo las modificaciones de las histonas, cuestionan la existencia de un co´digo de
sen˜alizacio´n [168, 50]. Argumentan que el nu´mero total de modificaciones no
contiene necesariamente ma´s informacio´n que la suma de las modificaciones
individuales. Estos autores apuntan que so´lo si la lectura de los patrones se pro-
dujera combinatoriamente, esto evidenciarı´a un co´digo. Tambie´n se ha sugerido
que los patrones de modificaciones de histonas que poseen diversos grupos de
genes [168] podrı´an ser el resultado de una cascada de eventos, implicando la
acetilacio´n y la desacetilacio´n de lisinas individuales. Por u´ltimo, los dos tipos
de acetilacio´n descritos hasta la fecha (global y dirigida a promotores) son difı´ci-
les de integrar en la hipo´tesis del co´digo de histonas, y au´n no se han encontrado
los mecanismos moleculares que dictarı´an el comportamiento de las actividades
modificadoras de histonas para cada cada a´mbito.
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Como se ha visto en las pa´ginas previas, las modificaciones de las histonas
constituyen un mecanismo del que las ce´lulas de los organismos eucariotas se
han dotado evolutivamente, por el cual sen˜alizan regiones de la cromatina ma´s o
menos definidas. De este modo, las diferentes funciones que ejerce esta estruc-
tura nucleoproteica pueden ser facilitadas o reguladas. Sin embargo, pese a la
abrumadora acumulacio´n de datos que sustentan la existencia de una interrela-
cio´n entre las funciones y las modificaciones (o su secuencialidad), se esta´ au´n
lejos de establecer vı´nculos inequı´vocos donde las causas y sus efectos se en-
cuentren bien identificados y separados. Siendo la acetilacio´n de las histonas una
de las modificaciones ma´s extendidas, el objetivo general de este trabajo ha si-
do profundizar en el conocimiento de las actividades histona acetiltransferasa
existentes en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
El enfoque inicial ha continuado la trayectoria bioquı´mica del laboratorio,
donde se habı´an identificado varios complejos HAT. No obstante para algunos
de ellos no se habı´an establecido las subunidades catalı´ticas correspondientes.
El primero de los objetivos del trabajo ha consistido, pues, en caracterizar la
composicio´n de estos complejos estudiando las subunidades catalı´ticas de los
complejos HAT A1 y HAT A4.
En una segunda aproximacio´n se ha empleado el ana´lisis de localizacio´n
geno´mica que implica inmunoprecipitacio´n de cromatina combinada con chips
de DNA. Esta potente te´cnica permite confeccionar mapas transcripcionales que
describen el posicionamiento detallado de activadores trancripcionales y el es-
tudio de los patrones de modificaciones postraduccionales en el genoma. Con el
uso de esta te´cnica se ha pretendido aumentar el conocimiento sobre las funcio-
nes que pueda ejercer in vivo la acetilacio´n de histonas. Concretamente uno de
los objetivos ha sido la localizacio´n geno´mica de diversas HATs (Sas3p, Sas2p,
Nut1p, Gcn5p, Hpa2 y Elp3p) utilizando macrochips de ORFs de S. cerevisiae.
Dado que las HATs mencionadas son especı´ficas por la histona H3, otro de los
objetivos fue analizar el efecto de la delecio´n de sus genes sobre la acetilacio´n de
la lisina 14 de la histona H3, una posicio´n que se ha relacionado con frecuencia
con la actividad transcripcional.
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Finalmente, y tambie´n con objeto de establecer nuevas conexiones entre la
acetilacio´n de las histonas y sus posibles funciones, se ha realizado un estudio
de la relacio´n entre esta modificacio´n y el envejecimiento celular. Dentro de es-
te u´ltimo punto, y debido a que determinados componentes del complejo HAT
B habı´an sido vinculados con el silenciamiento transcripcional (proceso ı´ntima-
mente relacionado con el envejecimiento en levadura), el u´ltimo de los objetivos
ha sido investigar el efecto de la delecio´n de los genes dos de los componentes
del complejo HAT B (Hat1p y Hat2p) sobre el envejecimiento y el transcriptoma
celular.
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Ana´lisis bioquı´mico de
complejos histona
acetiltransferasa de
Saccharomyces cerevisiae
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“Las cubiertas [del plan de negocio de Epiphyte Corp.] esta´n hechas con
un papel duro fabricado a mano a partir de paja de arroz, fibras de bambu´,
ca´n˜amo salvaje y agua cristalina de glaciar por unos artesanos arruga-
dos que trabajan en un templo rodeado por la niebla y esculpido en roca
volca´nica situado en una isla que so´lo es conocida por viajeros aburridos
de la Costa Oeste enfundados en spandex y con buena capacidad aero´bica.
Calı´grafos de la dinastı´a Ming reconstruidos molecularmente han dibujado
sobre la portada un mapa impresionista del mar de China Meridional em-
pleando pinceles de crines de unicornio mojados en tinta manufacturada
por monjes estilistas ciegos a base de trozos de carbo´n vegetal producidos
al quemar a mano fragmentos de la Cruz Verdadera.”
Neal Stephenson, en Criptonomico´n, Libro I: El Co´digo Enigma.
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3.1 Antecedentes
3.1.1. Complejos histona acetiltransferasa de levadura
En la levadura S. cerevisiae, se han descrito hasta la actualidad nueve genes
codificantes de proteı´nas que poseen actividad catalı´tica HAT in vitro (tabla 3.1).
Tabla 3.1. Genes de histona acetiltransferasas identificados en S. cerevisiae.
No esenciales
HAT1 Histone AcetylTransferase 1
GCN5 General Control Non-derepressible 5
ELP3/HPA1 ELongator Protein 3
HPA2 Histone Putative Acetyltransferase 2
SAS3 Something About Silencing 3
SAS2 Something About Silencing 2
NUT1/MED5 Negative regulation of URS2 1
Esenciales ESA1 Essential Sas2 Acetyltransferase 1TAF1a/TAFII145 TBP Associated Factor II 45
aNombre esta´ndar actual.
Los ana´lisis de actividades HAT en levadura llevados a cabo en nuestro la-
boratorio durante la de´cada de los 90, habı´an permitido identificar hasta el inicio
del presente trabajo cinco complejos HAT distintos. Por orden de elucio´n en el
sistema cromatogra´fico empleado en nuestro laboratorio para la separacio´n de
actividades HAT, (fig. 3.1 en pa´g. 67), los cinco complejos son: HAT A1, HAT
A2, HAT A3, HAT B y HAT A4 [169, 170]. De estos cinco complejos nuestro
grupo identifico´ la subunidad catalı´tica de tres de ellos: Gcn5p para el complejo
A2 y Hat1p para los complejos HATB y A3. Paralelamente otros autores habı´an
descrito, utilizando un me´todo de purificacio´n semejante al nuestro, la existen-
cia de una serie de complejos HAT que podrı´an coincidir en parte con algunos
de los que se habı´an purificado en nuestro laboratorio [60, 171]. Por orden de
elucio´n obtuvieron los complejos ADA, NuA4 (Nucleosomal Acetyltransferase
of H4), NuA3 (Nucleosomal Acetyltransferase of H3) y SAGA (Spt-Ada-Gcn5
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Acetiltransferasa).
Ma´s recientemente se han descrito pequen˜as variantes de algunos de estos
complejos: SALSA (SAGA altered Spt8 absent) y SLIK (SAGA -LIKE) como
variantes de SAGA [61, 62] y picNuA4 (piccolo NuA4) como variante de NuA4
[172]. Todos estos complejos se encuentran en el nu´cleo celular, si bien el com-
plejo HAT B tambie´n se localiza en el citoplasma [56, 57]. Algunos de estos
complejos comparten la misma subunidad catalı´tica. Ası´ HAT B y HAT A3 son
dependientes de Hat1p [170], mientras que SAGA [60], SLIK [62], SALSA [61],
ADA [173], HAT A2 [169] y HAT B3.1 [58] lo son de Gcn5p. Por su parte, Esa1p
es la subunidad catalı´tica de NuA4 [174] mientras que Sas3p lo es de NuA3 [74].
En la tabla 3.2 se recogen diversas caracterı´sticas sobre las actividades HAT
descritas por nuestro grupo.
Tabla 3.2. Complejos HAT descritos por nuestro laboratorio con anterioridad al
comienzo de este trabajo. Las especificidades sobre las distintas histonas se refieren a
ensayos HAT in vitro. Datos extraı´dos de [175, 169, 176, 56].
Nombre
del
complejo
Especificidad
de histona
libres nucleosomales
Localizacio´n
subcelular
Subunidades
A1 H2B (S. cerevisiae) H2A (G. gallus)
H4 y H2A (G. gallus) Nuclear No determinadas
A2 H3>H4≫H2A H3≫H2B
(G. gallus y S. cerevisiae) (G. gallus) Nuclear Gcn5, Ada2, Ada3
A3 H4 (S. cerevisiae) -
H4>H3 (G. gallus) - Nuclear Hat1, Hat2
A4 H3>H4 (G. gallus) H3>H4 (G. gallus) Nuclear No determinadas
B H4 (S. cerevisiae) -
H4 (G. gallus) -
Nuclear y cito-
plasma´tico Hat1, Hat2, Hif1
Complejo HAT A1
El complejo denominado HAT A1 eluye en primer lugar en nuestro gradiente
cromato´grafico. Es una actividad termoestable [55] cuya especificidad de sustra-
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to varı´a en funcio´n de la procedencia de las histonas. Ası´, mientras que en cuanto
a histonas libres el complejo acetila fundamentalmente la histona H2B de leva-
dura, acetila preferentemente las histonas H4 y H2A de pollo (Gallus gallus).
Por otro lado, cuando se utilizan histonas de pollo ensambladas en nucleosomas
como sustrato, el complejo acetila mayoritariamente H2A [175].
Complejo HAT A2
En segundo lugar en nuestro gradiente eluye HAT A2, que acetila principal-
mente H3 libre tanto de pollo como de levadura, y al menos H3 nucleosomal
de pollo. La subunidad catalı´tica de HAT A2 es Gcn5p, ya que en el mutante
gcn5∆ se reduce significativamente la actividad hacia la histona H3 libre en las
fracciones cromatogra´ficas donde eluye A2, y se elimina totalmente sobre H3 nu-
cleosomal [169]. Respecto a la proteı´na recombinante rGcn5, se ha demostrado
que es capaz de acetilar H3 libre, y nucleosomal cuando se dan las condicio-
nes adecuadas de concentracio´n de NaCl y MgCl2 [176]. La capacidad de A2
de modificar la histona H3 libre o nucleosomal es dependiente de las proteı´nas
Ada2 y Ada3. En los mutantes ada2∆ y ada3∆ desaparece la acetilacio´n sobre
H3 en la regio´n donde eluye habitualmente A2 [177]. Asimismo, Ada2p ha sido
detectada con me´todos inmunolo´gicos en HAT A2 purificado [176]. Todo esto,
junto con el hecho de que Ada2p interacciona directamente con Gcn5p, e indi-
rectamente con Ada3p [178, 173], sugiere que ambas proteı´nas forman parte de
A2. Adema´s, el complejo cuya actividad esta´ asociada a Gcn5p tiene una masa
molecular aparente de 170 kDa si se determina por ultracentrifugacio´n en gra-
diente de sacarosa [170], o de 480 kDa si la te´cnica empleada es la filtracio´n
en gel [176]. Una presumible forma asime´trica de este complejo serı´a la causa
ma´s probable de esta disparidad de taman˜os segu´n la te´cnica analı´tica. Se ha pro-
puesto que el complejo HAT A2 sea una variante del complejo ADA descrito por
otros autores [60] (ver complejos ADA, SAGA y SALSA/SLIK).
Complejo HAT A3
El tercer complejo en eluir es HAT A3, cuyo sustrato es la histona H4 libre,
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pero no la nucleosomal. Esta enzima se encuentra asociada a cromatina, ya que
en extractos a partir de protoplastos lisados en ausencia de NaCl la actividad aso-
ciada a A3 disminuye respecto a la obtenida cuando se usa un tampo´n con NaCl
que consigue solubilizar este complejo y disociarlo de la cromatina [55]. Otro
dato que apunta hacia la naturaleza nuclear de este complejo, es su deteccio´n en
la fraccio´n nuclear de un fraccionamiento subcelular [175]. Las proteı´nas Hat1
y Hat2 forman parte de este complejo, como se ha demostrado al desaparecer la
actividad asociada a e´ste en mutantes hat1∆, hat2∆ o hat1∆ hat2∆, y al identi-
ficar a la proteı´na Hat1 de 42 kDa como su subunidad catalı´tica en un ensayo
en gel [170]. Por otro lado, el taman˜o del complejo HAT A3 es de aproxima-
damente 110 kDa, como se determino´ por ultracentrifugacio´n en gradiente de
sacarosa [170].
Complejo HAT A4
El u´ltimo complejo de tipo A es HAT A4, el cual posee especificidad prin-
cipalmente sobre la histona H3 libre y nucleosomal, y en menor medida por la
histona H4. Este complejo se detecto´ por primera vez en un extracto proceden-
te de una cepa mutante hat1∆, cuya capacidad para acetilar la histona H3 libre
o nucleosomal permanece incluso en un doble mutante hat1∆ gcn5∆ [170]. La
dificultad en identificar esta actividad anteriormente se debio´ a su solapamiento
parcial con el complejo HAT B. Por ello, este complejo fue fa´cilmente detectado
en mutantes hat1∆gcn5∆, en los que u´nicamente aparecen las actividades HAT
A1 y A4 [170]. Adema´s, la localizacio´n nuclear de esta enzima fue demostrada
cuando su actividad fue hallada en la fraccio´n nuclear de un extracto proteico de
una cepa mutante hat2∆, en la que tanto el complejo HAT A3, como el B habı´an
desaparecido [170]. En cuanto a la especificidad hacia oligonucleosomas, se de-
termino´ que esta actividad es ma´s eficiente a 150 mM de NaCl que a cualquier
otra concentracio´n salina probada [177].
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Complejo HAT B
El complejo HAT B es la actividad que eluye, junto con el A4, en u´ltimo
lugar en el sistema de fraccionamiento original puesto a punto por nuestro labo-
ratorio. Se trata de una actividad citoplasma´tica, como se desprende del hecho
de encontrarse en la fraccio´n soluble de los extractos realizados, y que acetila
u´nicamente H4 libre [175, 170, 56]. Al igual que el complejo HAT A3, las pro-
teı´nas Hat1 y Hat2 forman parte del complejo B, ya que su actividad desaparece
totalmente en cepas hat1∆, hat2∆ y hat1∆hat2∆ [170]. Otro componente de este
complejo ha sido identificado mediante doble hı´brido. Esta te´cnica demostro´ que
Hif1p interacciona con Hat1p y la histona H4, y adema´s que ambas interaccio-
nes dependı´an de la presencia de Hat2p, lo que sugiere un papel de mole´cula
puente o estabilizadora entre Hat1p y H4 para esta proteı´na [56]. Por otro lado,
nuestro grupo y otros han demostrado que las proteı´nas componentes de HAT B
se localizan principalmente en el nu´cleo [56, 57], lo cual entra en contradiccio´n
con la definicio´n cla´sica de enzima HAT de tipo B. Esto ha planteado la cuestio´n
de si la clasificacio´n en complejos de tipo A y B deberı´a basarse exclusivamente
en la capacidad para acetilar histonas ensambladas en nucleosomas (tipo A) o
so´lo histonas libres (tipo B), sin considerar la localizacio´n subcelular. Por otro
lado, el ana´lisis por ultracentrifugacio´n en gradiente de sacarosa de fracciones
que contenı´an este complejo revelo´ que su masa molecular es de 130 kDa [170].
Complejos ADA, SAGA y SALSA/SLIK
Los complejos ADA, SAGA y SALSA/SLIK, adema´s del ya descrito A2,
tienen en comu´n la subunidad catalı´tica HAT Gcn5p [60, 61, 62]. Todos estos
complejos son capaces de acetilar las histonas H3 y H2B nucleosomales [60,
179, 62]. Mediante ana´lisis con anticuerpos especı´ficos, se detecto´ la proteı´na
Ada2 en los complejos ADA y SAGA, mientras que Spt3p, Spt7p y Spt20p so´lo
formaban parte de SAGA [60]. Varios indicios apuntaron a que Ada3 tambie´n
era un componente de ADA y SAGA, como el hecho de que Ada3p es necesaria
para la actividad de ambos complejos [60]. Por u´ltimo se habı´an obtenido otros
complejos con masas moleculares similares conteniendo Ada2 y Ada3 [180]. Por
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otro lado, la determinacio´n de las masas moleculares de ambas actividades por
filtracio´n en gel mostro´ un taman˜o de 0.8 MDa para ADA, y de 1.8 MDa para
SAGA [181]. Ahc1p (ADA hat complex component 1) forma parte u´nicamente
del complejo ADA [181], mientras que miembros de las familias de proteı´nas
Spt y TAF se hallan exclusivamente en SAGA.
El complejo SALSA es la forma activa del complejo SAGA para la activa-
cio´n del gen HIS3. SALSA contiene una versio´n truncada de Spt7p a la que le
faltan 40 kDa de la parte carboxilo terminal y no contiene Spt8p [61]. Por su
lado, SLIK fue identificado tambie´n como un complejo variante de SAGA por
su similitud en composicio´n proteica [62]. Al igual que en SALSA, la forma de
Spt7p que coeluye con SLIK se halla truncada, no contiene Spt8p, y presenta una
subunidad nueva que no se encuentra en SAGA, Rtg2p (relacionada con la ruta
de sen˜alizacio´n retro´grada entre nu´cleo y mitocondria) [62]. Debido a su pareci-
do, y ya que no se ha conseguido probar que se trate de dos complejos diferentes,
en adelante nos referiremos a la forma alternativa de SAGA como SALSA/SLIK.
Recientemente se ha ligado la funcio´n histona desubicuitinasa a los complejos
SAGA y SALSA/SLIK. Se ha descubierto que la proteı´na Ubp8 es un componen-
te no esencial de ambos complejos y que posee actividad desubuicuitinasa [137].
Esta proteı´na forma parte de un mo´dulo de SAGA integrado por las proteı´nas
Sus1-Sgf11-Ubp8 [182]. Ya se habı´a descrito previamente [183, 184] que la aso-
ciacio´n de Ubp8 a SAGA depende de Sgf11p de acuerdo con su pertenencia al
mo´dulo mencionado. Adema´s de sustentar la posibilidad de la coexistencia de
diversas actividades modificadoras de la cromatina en un u´nico complejo, este
mo´dulo podrı´a vincular la transripcio´n dependiente de SAGA con el exporte de
mRNA nuclear, en el que esta´ implicada la proteı´na Sus1 [185].
Complejo NuA3
El complejo NuA3, que eluye antes de SAGA en un gradiente similar al
utilizado en nuestro grupo, tiene especificidad por la histona H3 libre y nucleo-
somal [171]. La proteı´na Sas3 fue identificada como la subunidad catalı´tica de
este complejo tras la purificacio´n de NuA3 en sucesivas cromatografı´as, y se-
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cuenciacio´n peptı´dica [74]. Las proteı´nas Taf14 e Yng1 tambie´n fueron identifi-
cadas como componentes de NuA3 en el mismo trabajo [74]. Asimismo, Sas3p
interacciona con Spt16p, la cual es, junto con Pob3p, componente del complejo
heterodime´rico FACT [74]. FACT (FAcilitates Chromatin Transcription) facilita
la elongacio´n de la transcripcio´n desestabilizando los nucleosomas, y reensam-
blando la estructura nucleosomal posteriormente al paso de la RNA polimerasa
II. Recientemente se ha demostrado que la capacidad de Sas3p para unirse a sus-
tratos nucleosomales depende de las histona metiltransferasas Set1p y Set2p, y
las lisinas 4 y 36 de la histona H3, sus respectivas dianas [136]. Se ha propuesto
que la unio´n de NuA3 a histonas metiladas es el mecanismo por el que esta ac-
tividad HAT se dirige a la cromatina, y una forma por la que la metilacio´n de la
histona H3 puede mediar la transcripcio´n [136].
Complejo NuA4
La actividad NuA4 eluye tras ADA, y posee especificidad sobre las histonas
H4 y H2A nucleosomales, y al menos sobre H4 libre [171, 174]. Esa1p fue de-
tectada por me´todos inmunolo´gicos en las fracciones en las que aparecı´a NuA4,
y la inmunoprecipitacio´n especı´fica de esta proteı´na elimino´ esta actividad de
sus fracciones caracterı´sticas, indicando claramente que Esa1p es la subunidad
catalı´tica de NuA4 [174]. La purificacio´n del complejo NuA4 mediante medios
cromatogra´ficos permitio´ la identificacio´n de Tra1p, una proteı´na del grupo ATM
(Ataxia Telangiectasia Mutated), como componente del complejo [174]. Es des-
tacable que Tra1p tambie´n forme parte del complejo SAGA [72]. Por otro lado,
la masa molecular de NuA4 resulto´ ser de 1.3 MDa, segu´n fue determinada por
cromatografı´a de exclusio´n molecular [174]. El complejo NuA4 comparte varias
subunidades con SWR1-com, un complejo remodelador que deposita Htz1p, va-
riante de la histona H2A, en la eucromatina [23]. Se ha demostrado que NuA4
acetila esta variante de histona para evitar la extensio´n de la heterocromatina a
regiones activas [186, 187]. Estos datos han relacionado la funcio´n del complejo
NuA4 con la restriccio´n de la cromatina silenciada. Tambie´n resulta destacable
que el complejo NuA4 sea hasta ahora la u´nica actividad histona acetiltransferasa
esencial descrita en levadura, de modo que una cepa esa1 termosensible detiene
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su crecimiento en la fase G2/M [188]. Taf1p es tambie´n esencial para la levadura,
sin embargo recientemente se ha cuestionado que esta proteı´na ejerza actividad
HAT in vivo [189].
3.1.2. Aislamiento cromatogra´fico de actividades HAT
en levadura
Al comienzo de este trabajo la composicio´n de los complejos HAT A1 y
HAT A4 era desconocida, tanto en cuanto a sus subunidades catalı´ticas, como a
las posibles subunidades que las acompan˜an. Por tanto, uno de los objetivos del
presente trabajo ha sido identificar las subunidades catalı´ticas de los complejos
A1 y A4, obtenidos segu´n un protocolo establecido previamente en nuestro gru-
po de investigacio´n. Este me´todo permite obtener las actividades HAT en forma
de complejos multiproteicos nativos gracias a sus condiciones suaves. El siste-
ma precisa de la obtencio´n de extractos proteicos crudos de levadura a partir de
protoplastos. A continuacio´n, el incremento de la fuerza io´nica del extracto con-
sigue disociar de la cromatina aquellos complejos que se asocian a ella. Despue´s,
este extracto crudo es ultracentrifugado y el sobrenadante, una vez dializado, es
sometido a una cromatografı´a de intercambio anio´nico de tipo Q Sepharose FF
(Amersham Biosciences). La elucio´n se lleva a cabo mediante un gradiente lineal
de fuerza io´nica, desde 80 mM hasta 380 mM en cloruro so´dico.
El ensayo HAT de las fracciones cromatogra´ficas obtenidas permite detectar
dos picos de actividad expresados en cuentas por minuto o CPM (fig. 3.1.A). Pe-
se a que la presencia de estos dos picos podrı´a indicar la existencia de dos com-
plejos HAT diferentes, en nuestro grupo de investigacio´n se habı´a establecido
previamente la necesidad de estudiar la especificidad sobre histonas de todas las
fracciones eluidas para diferenciar entre distintas actividades HAT [175, 170].
Para determinar estas especificidades, se incubo´ cada fraccio´n cromatogra´fica
con histonas en presencia de [1-14C]acetil CoA, tras lo cual la mezcla de reaccio´n
se sometio´ a electroforesis y posterior fluorografı´a del gel. Este me´todo permi-
te analizar la radiactividad incorporada en cada una de las histonas (fig. 3.1.B).
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Figura 3.1. Actividades HAT en un extracto total de S. cerevisiae silvestre (BMA64-
1A). (A) Fraccionamiento en Q Sepharose del extracto total de una cepa de levadura
silvestre. Las proteı´nas retenidas se eluyeron mediante un gradiente lineal de 80 a 380
mM NaCl. Se representa la A280 de las fracciones recogidas y la actividad HAT de las
fracciones tras ensayarlas con histonas libres de eritrocito de pollo y [1-14C]acetil CoA.
(B) Fluorografı´a de las histonas tras el ensayo y su separacio´n por electroforesis en un
gel del 16 % de poliacrilamida en presencia de SDS. Se indica la posicio´n de 3 de las
histonas internas. La gra´fica inferior muestra el densitometrado de la histona H3 y H4
de la fluorografı´a. Este sistema permite detectar los picos de actividad especı´ficos sobre
cada histona. Se consignan los nombres de cinco de los complejos HAT aislados. Figura
extraı´da de [177].
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El densitometrado de las bandas radiactivas correspondiente a cada histona en
el gel indica la presencia de varias actividades HAT que solapan parcialmente
(fig. 3.1.B). Estas actividades, al ser ensayadas con histonas internas de eritro-
cito de pollo, eluyen en un orden que ha sido empleado para denominar a las
distintas enzimas (ver apartado 3.1.1). El sistema ha sido empleado para clasi-
ficar los distintos complejos enzima´ticos HAT separados por cromatografı´a de
intercambio io´nico. El fundamento de la clasificacio´n de los complejos estriba
en su capacidad para acetilar especı´ficamente alguna de las histonas internas.
Es importante destacar que en los ensayos HAT se utilizaron como sustra-
to histonas libres e histonas nucleosomales procedentes de eritrocito de pollo.
La obtencio´n de histonas de levadura precisa de una metodologı´a ma´s compleja,
siendo los nucleosomas de levadura mucho ma´s inestables que los de eritrocito.
Estas razones nos impulsaron a efectuar todos los ensayos con sustratos proce-
dentes de eritrocito de pollo.
3.1.3. La te´cnica TAP aplicada a la caracterizacio´n de
complejos HAT
En los u´ltimos an˜os han sido desarrolladas una serie de te´cnicas orientadas
a la caracterizacio´n de proteı´nas especialmente poco abundantes en la ce´lula. La
separacio´n de mezclas complejas de proteı´nas mediante geles bidimensionales o
mu´ltiples pasos cromatogra´ficos, y su posterior identificacio´n en un espectro´me-
tro de masas acoplado, ha conseguido la identificacio´n de proteı´nas en un nivel
sin precedentes de sensibilidad. La metodologı´a de purificacio´n por afinidad en
ta´ndem (TAP, Tandem Affinity Purification) fue descrita por primera vez en un
trabajo en levadura llevado a cabo en el EMBL (Heidelberg) por el grupo de B.
Se´raphin en 1999 [190]. El TAP permite recuperar complejos proteicos altamen-
te purificados a partir de extractos que contienen una baja concentracio´n de los
mismos. Adema´s las proteı´nas ası´ recuperadas pueden analizarse estructural y
funcionalmente ya que se obtienen en condiciones nativas.
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Para la purificacio´n de los complejos empleando esta te´cnica, se debe susti-
tuir la copia silvestre de la regio´n codificante de la proteı´na de intere´s por una
versio´n que contiene una etiqueta dual de afinidad. La etiqueta esta´ constituida
por las unidades de unio´n de IgG de la proteı´na A de Staphylococcus aureus se-
guida de un sitio de corte de la proteasa TEV (Tobacco Etch Virus), y finalmente
la secuencia del pe´ptido de unio´n a la calmodulina (CBP). Una excelente des-
cripcio´n del me´todo (fig. 3.2) se haya detallada en el trabajo de 2001 de Puig et
al. [191] (ver tambie´n http://www.cnrs-gif.fr/cgm/epissage/index gb.html).
Hasta la fecha se han llevado a cabo usando TAP tres grandes estudios a
nivel global de la composicio´n de complejos proteicos en levadura. Estos han
utilizado TAP acoplado a la identificacio´n por espectrometrı´a de masas de las
proteı´nas asociadas a la proteı´na etiquetada (diana). En 2002 el primero de ellos
consiguio´ etiquetar 1739 proteı´nas, y realizar una purificacio´n y una identifi-
cacio´n de las proteı´nas acompan˜antes mediante MALDI-TOF (Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization-Time Of Fligth) de 589 de ellas [192]. Este trabajo
adema´s de asignar componentes a complejos, contribuyo´ a trazar un mapa de las
interacciones entre proteı´nas en el contexto celular de la levadura (interactoma).
El mismo an˜o, otro trabajo en el que el sistema de purificacio´n consistio´ en una
u´nica etapa de inmunoprecipitacio´n con un anticuerpo que reconoce el epı´topo
Flag, describio´ la purificacio´n de 755 proteı´nas [193]. En e´l, las proteı´nas re-
cuperadas tras la etapa de purificacio´n fueron analizadas mediante LC-MS/MS
(Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry) para la identificacio´n de
los componentes de los complejos obtenidos. Esto permitio´ la descripcio´n de
nuevas conexiones entre distintos elementos en la red de interacciones globales.
Muy recientemente han sido publicados otros dos trabajos ma´s exhaustivos que
emplearon la te´cnica TAP [194, 195]. Uno de ellos es el estudio de 2006 de Gavin
et al., en el que se lograron purificar 1992 proteı´nas de fusio´n con TAP, y se uti-
lizo´ un me´todo alternativo de purificacio´n para las proteı´nas de membrana [194].
Por otro lado, en el trabajo de Krogan et al. del mismo an˜o, se purificaron 4562
proteı´nas que fueron analizadas por MALDI-TOF y LC-MS/MS [195]. El uso de
ambos me´todos de espectrometrı´a de masas simulta´neamente consiguio´ incre-
mentar el e´xito en las identificaciones, y por tanto la cobertura del interactoma y
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Figura 3.2. Esquema del protocolo TAP. El me´todo TAP permite la caracterizacio´n de
complejos proteicos presentes en las ce´lulas. La aproximacio´n TAP consiste en introdu-
cir una etiqueta doble de afinidad en la proteı´na diana, inmunoprecipitar esta proteı´na
junto con las proteı´nas asociadas en la primera columna de afinidad, eluir el material
asociado a esta columna mediante el corte con una proteasa que libera la proteı´na diana
unida a la parte CBP de la etiqueta con sus proteı´nas asociadas, y por u´ltimo purificar
este complejo con una segunda cromatografı´a de afinidad de la que se eluye por accio´n
del cambio conformacional que se produce en la calmodulina en ausencia de iones cal-
cio. Los complejos proteicos purificados son resueltos generalmente por SDS-PAGE, de
modo que las proteı´nas se separan de acuerdo con su masa. Ma´s tarde las proteı´nas son
escindidas del gel, se digieren con tripsina y se analizan por espectrometrı´a de masas.
Los algoritmos de bu´squeda en bases de datos son entonces empleados para identificar
proteı´nas especı´ficas a partir de sus espectros de masas.
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la confianza de los resultados.
En el campo de los complejos HAT de S. cerevisiae, la te´cnica TAP se ha
aplicado al estudio de al menos cuatro complejos. En el primero de estos trabajos
se describio´ la composicio´n del complejo Elongador empleando las subunidades
Elp1, Elp2 y Elp3 etiquetadas para su purificacio´n. Esto permitio´ la deteccio´n de
Elp4, Elp5 y Elp6, que etiquetadas tambie´n copurificaron con los otros compo-
nentes del complejo holo-Elongador de 6 subunidades [196].
Otro de estos trabajos se centro´ en el estudio del complejo HAT B, para
lo cual se purifico´ Hat2-TAP procedente de extractos nucleares con resina de
calmodulina, y a continuacio´n se emplearon dos pasos de cromatografı´a conven-
cional [57]. Esta estrategia consiguio´ detectar Hat1p, Hat2p e Hif1p de HAT B
(asociadas a H4 y H3) en un complejo de 500 kDa con actividad sobre H4 y H2A
libres.
El complejo TFIID comparte con SAGA cinco proteı´nas TAF (Taf5, Taf6,
Taf9, Taf10 y Taf12). La purificacio´n de las proteı´nas comunes proporciono´ in-
formacio´n sobre cuatro nuevos componentes de SAGA: Sgf11p, Sgf29p, Sgf73
y Ubp8 [197]. Para comprobar que Sgf11p era efectivamente un componente de
SAGA, e´sta se purifico´ mediante TAP, lo que permitio´ obtener esencialmente
todas las subunidades de SAGA [183]. Otro componente de SAGA descubier-
to usando la te´cnica de TAP, ha sido la proteı´na Sus1, que copurifico´ con el
complejo nuclear de exportacio´n de mRNA Sac3-Thp1, y tambie´n con 17 de las
proteı´nas que constituyen SAGA [185].
El complejo HAT SAS tambie´n ha sido objeto de estudio utilizando TAP. En
un trabajo reciente se etiquetaron dos de los componentes conocidos del com-
plejo, Sas2p con la etiqueta TAP y Sas4p con MYC, y tras la purificacio´n por
afinidad en ta´ndem so´lo se obtuvieron tres proteı´nas con una puntuacio´n ade-
cuada mediante MudPIT1 para ser componentes bona fide del complejo [198].
Estas fueron Sas2p, Sas4p y Sas5p, que eluyeron en un complejo de aproximada-
mente 450 kDa segu´n un ana´lisis por cromatografı´a de exclusio´n molecular. Sin
1Multidimensional Protein Identification Technology.
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embargo, la determinacio´n de la masa molecular mediante centrifugacio´n en un
gradiente de glicerol indico´ un taman˜o de 125 kDa mucho ma´s de acuerdo con la
hipo´tesis de que SAS sea un complejo formado u´nicamente por las tres subuni-
dades mencionadas. Se cree que el taman˜o que predice la exclusio´n molecular
estarı´a sesgado por no tratarse de un complejo globular.
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3.2 Materiales y me´todos
3.2.1. Medios de cultivo
3.2.1.1. Medios para Escherichia coli
Para el crecimiento de E. coli se utilizo´ LB-Miller (1 % (p/v) triptona, 0.5%
(p/v) extracto de levadura y 1 % (p/v) de cloruro so´dico), el cual se suplemento´ con
ampicilina (LBA) a razo´n de 50 µg/mL de cultivo para la seleccio´n de cepas con
marcador de resistencia a ese antibio´tico, o bien con ampicilina a 50 µg/mL y
cloranfenicol (LBACl) a 25 µg/mL cuando fue necesario. Para el cultivo en pla-
ca, se emplearon los mismos medios pero adicionando 2 % (p/v) de agar. Todos
los medios empleados fueron autoclavados 20 min a 120◦C.
3.2.1.2. Medios para Saccharomyces cerevisiae
La mayor parte de los cultivos se realizaron en YPD (1 % (p/v) extracto de
levadura, 2 % (p/v) peptona y 2 % (p/v) D-glucosa). Para la seleccio´n de trans-
formantes se empleo´ YPD con geneticina (G418) a una concentracio´n final de
200 µg/mL de antibio´tico, o bien YPD con noursetricina (clonnatT M) a una con-
centracio´n final de 100 µg/mL.
En el caso de tratarse de una cepa transformada con pla´smido portador de
marcador de auxotrofı´a, se utilizo´ medio mı´nimo sinte´tico completo (SC). El
medio SC contiene una mezcla de los aminoa´cidos que necesita la levadura, a
excepcio´n del que le permite sintetizar el gen marcador que se integra junto con
el DNA transformante. Este medio contiene 0.67 % (p/v) de yeast nitrogen base
w/o amino acids (Difco), 2 % (p/v) glucosa, 0.067 % de una mezcla preparada de
aminoa´cidos, y los requerimientos necesarios segu´n sea el caso: adenina, uracilo
e histidina a 30 µg/mL, y leucina, lisina y tripto´fano a 100 µg/mL. La mezcla de
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aminoa´cidos empleada contiene aquellos aminoa´cidos que no se suelen emplear
como marcadores de auxotrofı´a. Para preparar 26 g, se mezclaron 2 g de arginina-
HCl, 2 g de isoleucina, 2 g de lisina-HCl, 2 g de metionina, 2 g de serina, 3 g de
fenilalanina, 2 g de treonina, 2g de tirosina y 9 g de valina.
El medio de crecimiento para los cultivos empleados para TAP fue YPDA
(1 % (p/v) extracto de levadura, 2 % (p/v) peptona, 2 % (p/v) glucosa y 0.01 %
adenina hemisulfato).
Todos los medios empleados fueron autoclavados 20 min a 120◦C.
3.2.2. Cepas de Escherichia coli utilizadas
Para la obtencio´n de los pla´smidos y la conservacio´n de los mismos se em-
pleo´ la cepa de E. coli DH5α. Los pla´smidos empleados como molde para las
PCRs en las estrategias de disrupcio´n ge´nica o etiquetado en loci cromoso´micos
(ver apartado 3.2.5) se exponen en la tabla 3.3.
3.2.3. Transformacio´n de E. coli
El sistema de transformacio´n de este microorganismo fue el descrito por Ha-
nahan et al. [203] con algunas modificaciones. Un cultivo de 100 mL de DH5α
en medio LB-Miller a una DO600 de 0.3-0.4, se enfrio´ en hielo y se recogio´ por
centrifugacio´n a 1500×g a 4◦C durante 10 min. El sedimento celular se resus-
pendio´ en 30 mL de disolucio´n RF1 (0.1 M RbCl, 50 mM MnCl2, 30 mM acetato
pota´sico, 10 mM CaCl2, 15 % (v/v) glicerol, pH 5.8) frı´a y se incubo´ 30 min en
hielo. Las ce´lulas se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones y se re-
suspendieron en 3 mL de disolucio´n RF2 (10 mM MOPS pH 6.8, 10 mM RbCl,
75 mM CaCl2, 15 % (v/v) glicerol) frı´a. Se tomaron alı´cuotas de 100 µL de esta
suspensio´n de ce´lulas competentes para la transformacio´n, y se almacenaron a
-80◦C.
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Tabla 3.3. Pla´smidos empleados en este trabajo.
Pla´smido Descripcio´n Procedencia
pFA6a-KanMX4
Integracio´n del marcador
KanMX4 (procedente de
E. coli) en delecio´n de
genes por recombinacio´n
homo´loga
Wach et al., 1994
[199]
pAG25 (pFA6a-natMX4)
Integracio´n del marcador
natMX4 (procedente de S.
noursei) en delecio´n de
genes por recombinacio´n
homo´loga
Goldstein y McCus-
ker, 1999 [200]
pFA6a-13Myc-kanMX6
Integracio´n del marcador
kanMX6 para etiquetado
con 13 epı´topos MYC en
Ct de los genes
Longtine et. al, 1998
[201]
pGA2256 (6HA-his3MX6)
Integracio´n del marcador
his3MX6 para etiquetado
con 6 epı´topos HA en Ct
de los genes
Knop et al., 1999
[202]
pYM3-6HA-klTRP1
Integracio´n del marcador
TRP1 de K. lactis para
etiquetado con 6 epı´topos
HA en Ct de los genes
Knop et al., 1999
[202]
pYM6-9MYC-klTRP1
Integracio´n del marcador
TRP1 de K. lactis para
etiquetado con 9 epı´topos
MYC en Ct de los genes
Knop et al., 1999
[202]
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El procedimiento de transformacio´n consistio´ en tomar una alı´cuota de 100
µL de ce´lulas competentes e incubarla 10 min en hielo. A continuacio´n se an˜adio´ el
DNA a transformar (aproximadamente 25 ng en 10 µL), se agito´ suavemente y se
incubo´ en hielo 30 min. Las ce´lulas se sometieron a un choque te´rmico de 2 min a
37◦C, y se volvieron a enfriar en hielo. Se agregaron 200 µL de medio LB-Miller
y se incubo´ 1 h con agitacio´n a 37◦C. Finalmente la suspensio´n se sembro´ en
placas LBA (medio LB-Miller suplementado con ampicilina) o LBACl (medio
LB-Miller suplementado con ampicilina y cloranfenicol), dependiendo del DNA
transformante. Se realizaron diluciones si se considero´ necesario. Las placas se
incubaron a 37◦C hasta la aparicio´n de transformantes.
3.2.4. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en
ana´lisis bioquı´micos
En la siguiente tabla se detallan los genotipos y la procedencia de las ce-
pas empleadas para el ana´lisis bioquı´mico y por cromatografı´as de afinidad en
ta´ndem (TAP) de los complejos HAT.
Tabla 3.4. Cepas de levadura utilizadas en ana´lisis cromatogra´ficos.
Nombre Genotipo Procedencia
BY4742 MATα, his3∆1, leu2∆0, lys2∆0,
ura3∆0
EUROSCARF
C.B. Brachmann [204]
LPY2990
MATα, his3∆200, leu2-3,112, trp1∆1,
ura3∆52, esa1∆::HIS3, pLP795 (ESA1
URA3 CEN)
L. Pillus [188]
LPY3291
MATa, his3∆200, leu2-3,112, trp1∆1,
ura3∆52, esa1∆::HIS3, pLP863 (esa1-
∆414 TRP1 CEN)
L. Pillus [188]
BMA64-1A
MATa, ade2-1, his3-11,15, leu2-3,112,
trp1∆-2, ura3-1, can1-100
M. Minet
3.2.4 Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en ana´lisis
bioquı´micos 77
Nombre Genotipo Procedencia
BQS1435 BMA64-1A SAS3-TAP(CBP-T7-TEV-
Protein A)-KanMX6 M. Pamblanco
BQS1436 BMA64-1A TAF14-TAP(CBP-T7-
TEV-Protein A)-KanMX6 M. Pamblanco
BQS1437 BMA64-1A YNG1-TAP(CBP-T7-TEV-
Protein A)-KanMX6 M. Pamblanco
BQS1033 BY4742 sas3∆0::LEU2 S. Rodrı´guez-Navarro
BQS1176 BQS1033 hat1∆::kanMX4 Este trabajo
BQS1178 BY4742 hat1∆::kanMX4 Este trabajo
BQS1181 BY4742 gcn5∆::kanMX4 Este trabajo
BQS1197 BY4742 NUT1-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1201 BQS1181 hat1∆::natMX4 Este trabajo
BQS1204 BY4742 hpa2∆::natMX4 Este trabajo
BQS1206 BY4742 nut1∆::natMX4 Este trabajo
BQS1209 BY4742 SPT7-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1212 BY4742 elp3∆::natMX4 Este trabajo
BQS1216 BY4742 SAS3-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1218 BY4742 HPA2-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1314 BY4742 sas2∆::kanMX4 Este trabajo
BQS1334 BY4742 RTG2-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1339 BQS1181 SAS3-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1340 BY4742 GCN5-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1350 BY4742 GCN5-MYC13-kanMX6 Este trabajo
BQS1351 BQS1216 GCN5-MYC13-kanMX6 Este trabajo
BQS1354 BQS1340 SAS3-MYC13-kanMX6 Este trabajo
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Recoleccio´n de ce´lulas de S. cerevisiae para ana´lisis cromatogra´fico y purifi-
cacio´n TAP
Para los experimentos que requirieron ana´lisis cromatogra´fico, las ce´lulas se
crecieron en medio YPD a 28◦C o a 37◦C. Los cultivos se airearon mediante
agitacio´n orbital a 200 rpm y se recogieron a una DO600 de 0.8-1.0.
En el caso de la purificacio´n por cromatografı´a de afinidad en ta´ndem (TAP),
los cultivos se incubaron a 30◦C en ca´mara de crecimiento o incubador, con
agitacio´n orbital hasta una DO600 de 2.0 a 3.0. Las ce´lulas se recogieron mediante
centrifugacio´n a 4◦C durante 15 minutos a 5500×g. Las ce´lulas se lavaron con
un volumen de agua este´ril a 4◦C correspondiente a la mitad del volumen inicial
del cultivo, se pesaron, se congelaron en nitro´geno lı´quido inmediatamente, y se
mantuvieron a -80◦C hasta su lisis posterior (ver apartado 3.2.11 en pa´g. 94).
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3.2.5. Construccio´n de cepas en Saccharomyces cerevi-
siae
Ba´sicamente se realizaron dos tipos de manipulacio´n sobre genes de leva-
dura relacionados con procesos de modificacio´n de la cromatina. Por una parte
se realizaron disrupciones, y por otra etiquetados de los genes estudiados con
epı´topos esta´ndar. Estas manipulaciones emplearon una estrategia que permite
obtener la construccio´n a transformar en un u´nico paso de reaccio´n en cadena de
la polimerasa (PCR) [205].
3.2.5.1. Interrrupcio´n de marcos de lectura abiertos
Para la obtencio´n de los mutantes con disrupciones de marcos de lectura
abiertos (ORFs), se utilizo´ la te´cnica de PCR targeting [205]. ´Esta se basa en la
transformacio´n de S. cerevisiae con un DNA lineal, que contiene zonas homo´lo-
gas al inicio y final del gen a eliminar, y un gen marcador en la zona central,
de modo que por recombinacio´n homo´loga se elimina la regio´n del gen entre las
zonas mencionadas, como se muestra en la fig. 3.3.
El pla´smido pFA6a-KanMX4 [199] contiene el gen de resistencia a geneti-
cina, y se empleo´ como origen del marcador para un subconjunto de las cepas
construidas. Por otro lado, el casete natMX4 procede del pla´smido pAG25 [200],
y confiere resistencia al antibio´tico clonnat™. Este u´ltimo casete se utilizo´ alter-
nativamente al de resistencia a geneticina, o en casos en los que se requiriera la
generacio´n de dobles mutantes.
Para cada transformacio´n, se genero´ la cantidad suficiente de casete (aproxi-
madamente 100 ng) en una reaccio´n de PCR empleando como DNA molde 0.5
µg del pla´smido correspondiente, y 0.5 µM de los oligonucleo´tidos denomina-
dos S1 y S2 (fig. 3.3A). El oligonucleo´tido S1 contiene en su extremo 5’ los 45
nucleo´tidos homo´logos al extremo 5’ del marco de lectura abierto a interrumpir,
seguidos de una pequen˜a secuencia de la zona del Multiple Cloning Site (MCS)
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Figura 3.3. Construccio´n de cepas con genes delecionados en S. cerevisiae. (A) Es-
quema de la obtencio´n de ORFs interrumpidas en el genoma segu´n la te´cnica de recom-
binacio´n homo´loga a trave´s de pequen˜as zonas de homologı´a flanqueantes desarrollada
por A. Wach [199]. (B) Disposicio´n de los oligonucleo´tidos utilizados para la verifica-
cio´n de la integracio´n.
contigua a la regio´n 5’ del marcador (5’-CG TAC GCT GCA GGT CGA C-3’).
El oligonucleo´tido S2 contiene en su extremo 5’ los 45 nucleo´tidos homo´logos al
extremo 3’ del marco de lectura abierto a interrumpir, seguidos de 18 nucleo´tidos
derivados de la zona del MCS contigua a la regio´n 3’ del marcador (5’-AT CGA
TGA ATT CGA GCT CG-3’).
Una vez generado el casete de disrupcio´n se transformo´ la cepa de levadura
correspondiente segu´n el protocolo de Gietz et al. [206] con modificaciones (ver
apartado 3.2.6). La verificacio´n de la correcta integracio´n se realizo´ por PCR. El
ana´lisis se basa en la obtencio´n de productos de distinto taman˜o segu´n se haya
producido, o no, la integracio´n del casete. Ası´, se disen˜aron dos oligonucleo´tidos
que hibridan fuera del gen (A1: regio´n 5’ y A4: regio´n 3’), y dos que lo hacen in-
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ternamente (A2: hebra no codificante y A3: hebra codificante). Del mismo modo
se disen˜aron 2 oligonucleo´tidos de las mismas caracterı´sticas que A2 y A3 para
el interior del gen de resistencia (o marcador), llamados K2 y K3 (fig. 3.3B).
La comprobacio´n se efectuo´ mediante una reaccio´n de PCR que empleo´ como
molde el DNA geno´mico extraı´do [207] de una colonia transformante, y el juego
de oligonucleo´tidos A1, A2 y K2, o bien A3, A4 y K4. Ası´, cuando se produce
la integracio´n del casete se espera un producto A1-K2, de un taman˜o diferente
al del producto A1-A2, o bien un producto K3-A4, distinto al A3-A4. Siempre
se realizo´ una PCR control con DNA de una cepa silvestre, para la que los pro-
ductos a obtener eran A1-A2 o A3-A4, segu´n que´ juego de oligonucleo´tidos se
empleara.
3.2.5.2. Etiquetado de genes
Los loci que codificaban proteı´nas que se deseaban etiquetar fueron some-
tidos a una estrategia similar a la del apartado anterior. El locus cromoso´mico
de la levadura se manipula para que contenga en su extremo carboxilo terminal
una secuencia que codifica una sucesio´n de seis epı´topos HA1 (seguida por el
marcador de seleccio´n TRP1 de Kluyveromyces lactis o HIS3 de Schizosaccha-
romyces pombe), o bien 9 o 13 epı´topos MYC2 (seguidos del marcador TRP1 de
Kluyveromyces lactis o KanMX6, respectivamente). La te´cnica para obtener es-
tos etiquetados [202] se basa tambie´n en la obtencio´n de un casete que contiene
zonas homo´logas, en este caso de la regio´n 3’ de la ORF.
La amplificacio´n de los pla´smidos pGA2256, pGA2265 (pYM3-6HA-klTRP1)
y pGA2267 (pYM6-9MYC-klTRP1), cedidos por P. M. Alepuz, con los oligo-
nucleo´tidos 1A (48 u´ltimos nucleo´tidos de la ORF en fase y sin el codo´n de
terminacio´n, seguidos de 17 nucleo´tidos comunes de los pla´smidos) y 1B (48
nucleo´tidos de despue´s del codo´n de terminacio´n de la ORF seguidos de 17 nu-
cleo´tidos comunes de los pla´smidos) generaron los casetes necesarios. En el oli-
gonucleo´tido 1A la secuencia comu´n es 5’-TCC GGT TCT GCT GCT AG-3’,
1Contenido en la proteı´na hemaglutinina del virus de la gripe humana.
2Secuencia de la proteı´na c-myc humana.
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y en el 1B es 5’-CCT CGA GGC CAG AAG AC-3’. Con este casete se trans-
formo´ la levadura (ver apartado 3.2.6), y por recombinacio´n homo´loga la etiqueta
se integro´ junto con el marcador de seleccio´n.
La verificacio´n de la integracio´n se realizo´ de manera similar al apartado
anterior. Se analizo´ por PCR el DNA geno´mico de los transformantes, emplean-
do los oligonucleo´tidos A3 y A4, que rinden productos considerablemente ma´s
largos en el caso de que se haya producido la integracio´n de la etiqueta y el
marcador. Finalmente, las colonias que dieron positivo en los ana´lisis por PCR
fueron comprobadas por western-blot (ver apartado 3.2.10).
3.2.6. Transformacio´n de levadura con acetato de litio
La transformacio´n de levadura se llevo´ a cabo siguiendo el procedimiento de
Gietz et al. [206] en condiciones de esterilidad. Las ce´lulas son crecidas en YPD
hasta una concentracio´n de aproximadamente 107 ce´lulas/mL (se asumio´ que
una DO600 de 0.6 corresponde a una concentracio´n de 1.2×107 ce´lulas/mL).
Se recogieron 2×108 ce´lulas por centrifugacio´n a 3000 rpm durante 4 min. Las
ce´lulas se lavaron con 5 mL de agua este´ril frı´a y se centrifugaron a 4000 rpm du-
rante 2 min. Tras decantar el sobrenadante las ce´lulas se resuspendieron en 200
µL de acetato de litio 0.1 M y TE 1× (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) fresco
preparado a partir de acetato de litio 1 M y TE 10×. Esta mezcla se incubo´ 15
min a 30◦C, y a continuacio´n se adicionaron 5 µL de DNA carrier (de esperma
de salmo´n) 10 mg/mL previamente hervido y enfriado en hielo. Inmediatamen-
te se mezclo´ con unos 100 ng del DNA a transformar agitando en vo´rtex. Se
an˜adio´ 1.2 mL de PEG 40 %, TE 1×, acetato de litio 0.1 M , y la mezcla fue
incubada con agitacio´n durante 30 min a 30 ◦C. Transcurrido ese tiempo se in-
dujo el choque te´rmico incubando 20 min a 42 ◦C. A continuacio´n se elimino´ el
PEG por centrifugacio´n y las ce´lulas se lavaron con agua este´ril. El sedimento
de ce´lulas se resuspendio´ en 250 µL de agua este´ril. Cuando la construccio´n a
insertar portaba un marcador de auxotrofı´a, se plaqueo´ en dos placas de SC sin
el requerimiento correspondiente. En el caso de marcador de resistencia a un an-
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tibio´tico (clonnatT M o geneticina) las ce´lulas se inocularon en 5 mL de YPD y
fueron incubadas 4 horas a 30 ◦C. Tras recoger las ce´lulas, e´stas se resuspendie-
ron en 250 µL de agua y se sembraron en dos placas de YPD con el antibio´tico
adecuado.
3.2.7. Aislamiento de actividades HAT mediante te´cni-
cas cromatogra´ficas
Obtencio´n de extractos totales de levadura con actividad HAT
La preparacio´n de extractos proteicos de levadura se baso´ en el me´todo des-
crito en el trabajo de 1989 de Lo´pez-Rodas et al. [55] con modificaciones. Breve-
mente, las ce´lulas recogidas en fase de crecimiento exponencial se centrifugaron
a 1500×g y se lavaron una vez con agua destilada. Se determino´ el peso hu´medo
de las ce´lulas, y se resuspendieron en medio de pretratamiento (100 mM Tris-
HCl pH 8.0, 5 mM EDTA, 75 mM 2-mercaptoetanol) a razo´n de 10 mL/g. Las
ce´lulas se incubaron 30 min en hielo con una agitacio´n suave. Despue´s de esta
incubacio´n las ce´lulas se lavaron con medio de incubacio´n (25 mM NaH2PO4
pH 6.5, 1.1 M D-sorbitol). Finalmente se resupendieron en medio de incubacio´n,
a una proporcio´n 5 mL/g de ce´lulas, que contenı´a 1 mg zimoliasa 20T (Seikaga-
ku Corp.) por g de ce´lulas. Esta suspensio´n celular se incubo´ aproximadamente
45 min, lo cual es suficiente para que se produzca la digestio´n de la mayor par-
te de la pared celular. Tras la obtencio´n de los protoplastos, e´stos se recogieron
por centrifugacio´n a 1500×g durante 5 min a 4◦C, y fueron lavados 3 veces con
medio de incubacio´n. Los protoplastos se lisaron en medio hipoto´nico (75 mM
Tris-HCl pH 7.9, 0.25 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoetanol, 0.05 % Tween 20,
1 mM PMSF, 1 pastilla de Cocktail de inhibidores de proteasas Complete™ de
Roche por cada 50 mL de tampo´n) con la ayuda de un homogeneizador tipo
potter. Habitualmente se lisaron con un volumen de 25 µL de medio hipoto´nico
por cada mL de cultivo original. Al lisado se le an˜adio´ NaCl so´lido hasta una
concentracio´n final de 0.5 M para propiciar la disociacio´n de proteı´nas asociadas
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a cromatina, y se agito´ durante 30 min a 4◦C. El lisado se sometio´ a ultracen-
trifugacio´n a 100000×g (Ultracentrı´fuga Beckman L-70) durante 1 h a 4◦C. El
sobrenadante fue dializado frente a tampo´n de extraccio´n (40 mM HEPES pH
7.5, 100 mM NaCl, 10 % glicerol, 0.1 % Tween 20, 1 mM PMSF).
3.2.7.1. Cromatografı´a de afinidad de metal inmovilizado
El extracto dializado se sometio´ a una primera cromatografı´a de tipo IMAC
(Immobilized-Metal Affinity Chromatography), de acuerdo con el trabajo de 1998
de Eberharter et al. [171] con modificaciones. Se tomo´ un volumen de extracto
equivalente a 150-200 unidades de absorbancia a 280 nm y se incubo´ a 4◦C en un
agitador orbital con 2 mL de resina de nı´quel nitrilotriace´tico agarosa (Ni-NTA)
de Quiagen durante al menos 3 h. A continuacio´n la resina se deposito´ en una
columna y se lavo´ con 10 volu´menes de tampo´n de extraccio´n. Las proteı´nas rete-
nidas se eluyeron con otros 10 volu´menes de tampo´n de extraccio´n suplementado
con 300 mM de imidazol. El eluido se recogio´ en un colector de fracciones en
alı´cuotas de 1 mL. Se determino´ el contenido en proteı´nas de cada fraccio´n mi-
diendo la A280. Se reunieron las fracciones con valores de absorbancia superiores
a 0.07, y el volumen resultante se dializo´ en una tripa de dia´lisis (taman˜o de ex-
clusio´n de 10-14 kDa) frente a tampo´n B-80 mM en NaCl (el tampo´n B ba´sico
contiene 15 mM Tris-HCl pH 7.9, 0.25 mM EDTA, 5 mM 2-mercaptoetanol,
0.05 % (v/v) Tween 20, 10 % glicerol (v/v), 10 mM NaCl, 1 mM PMSF).
3.2.7.2. Cromatografı´as de intercambio io´nico
El eluido de la cromatografı´a de Ni-NTA dializado fue clarificado por cen-
trifugacio´n a 27000×g durante 15 min a 4◦C, y el sobrenadante se aplico´ en una
columna de un dia´metro de 1 cm que contenı´a 2.5 mL de gel Q Sepharose FF
(Amersham Biosciences) equilibrado en tampo´n B-80 mM NaCl. Habitualmente
la cantidad de proteı´na que se aplico´ estaba comprendida entre 10 y 30 unida-
des de absorbancia. La columna se lavo´ con 10 volu´menes de tampo´n B-80 mM
NaCl, y las proteı´nas retenidas se eluyeron mediante un gradiente lineal de sal
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que se genero´ en un formador de gradientes de vasos comunicantes. Los gradien-
tes comprendı´an unas concentraciones de NaCl de 80-400 u 80-500 mM en 70
mL. Se recogieron fracciones de 1.8 mL y se midio´ la A280 de cada fraccio´n con
un espectrofoto´metro Shimadzu UV-160A en una cubeta de cuarzo. La actividad
HAT de las fracciones se determino´ como se describe en los apartados 3.2.8.1
y 3.2.8.2. Este tipo de columna se pudo reutilizar hasta tres veces tras su lava-
do con tampo´n B-2 M en NaCl y su posterior equilibrado en tampo´n B-80 mM
NaCl.
En otros casos el dializado clarificado obtenido en el apartado 3.2.7.1 se re-
solvio´ en un sistema de cromatografı´a lı´quida automatizado ¨AKTA prime (Amers-
ham Biosciences) para el que todos los tampones y disoluciones fueron desga-
sificados y filtrados con filtros de taman˜o de poro de 0.22 µm. Este sistema se
acoplo´ a columnas Resource Q (intercambio anio´nico) o Resource S (intercam-
bio catio´nico), ambas de 1 mL (Amersham Biosciences). La columna Resource
Q se equilibro´ en tampo´n B-80 mM NaCl previamente a cada uso. El volumen
de muestra aplicado fue equivalente a 15 unidades de absorbancia. La columna
se lavo´ con tampo´n B-80 mM NaCl hasta que la A280 del eluido fue cercana a
cero. Se utilizo´ un gradiente de NaCl lineal de 80 a 500 mM de un volumen total
de 42 mL y fracciones de 1.1 mL. El lavado final fue realizado con 15 mL de
tampo´n B-500 mM NaCl. Tras su uso la columna se lavo´ con 10 mL de tampo´n
B-2 M NaCl, 10 volu´menes de agua destilada y 10 mL de etanol 20 % (v/v). La
columna se almaceno´ en esta u´ltima disolucio´n a 4◦C hasta su siguiente uso.
La columna Resource S se equilibro´ en tampo´n C (MES 15 mM pH 7.5,
EDTA 0.25 mM, 5 mM 2-mercaptoetanol, 10 % glicerol) antes de cada cromato-
grafı´a. En este caso el volumen de muestra aplicado fue equivalente a 5 unidades
de absorbancia. La columna se lavo´ hasta que la absorbancia alcanzo´ un valor de
pra´cticamente cero, y a continuacio´n las proteı´nas retenidas se eluyeron median-
te un gradiente de NaCl lineal de 0 a 1 M en tampo´n C. El gradiente consto´ de
25 mL y se recogieron fracciones de 1 mL. El lavado final se efectuo´ con 10 mL
de tampo´n C-1 M NaCl. Para conservar la columna e´sta se lavo´ con 10 mL de
tampo´n C-1 M NaCl, 10 mL de agua destilada y se guardo´ tras un u´ltimo lavado
con 10 mL de acetato so´dico 1 % en 20 % de etanol.
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3.2.7.3. Cromatografı´as de exclusio´n molecular
Con el fin de determinar la masa molecular de los complejos HAT que eluı´an
en determinadas regiones de los gradientes, se realizaron cromatografı´as de ex-
clusio´n molecular empleando dos tipos de matriz (Sephacryl S-400 HR y Super-
ose 6 10/300GL Tricorn™ de Amersham Biosciences) con capacidad de resolver
complejos de proteı´nas globulares de alta masa molecular. La columna Sepha-
cryl S-400 tiene un rango de separacio´n de proteı´nas globulares entre 20 kDa y 8
MDa, mientras que la Superose 6 permite una separacio´n entre 5 kDa y 5 MDa.
Las fracciones cromatogra´ficas correspondientes a los complejos que se de-
searon aplicar a la columna Sephacryl S-400 (525×10 mm, 50 mL volumen de
lecho) fueron reunidas y concentradas mediante ultracentrifugacio´n. La cromato-
grafı´a se efectuo´ a 4◦C para mantener la actividad HAT de las fracciones eluidas.
Se aplicaron 500 µL de muestra a la columna equilibrada en un tampo´n B0-80
mM NaCl (que no contenı´a glicerol a diferencia del tampo´n B ba´sico). Tras la
aplicacio´n, una bomba perista´ltica (Pharmacia) fue conectada para asegurar un
flujo constante de 0.2 mL/min. Se determino´ la A280 de las fracciones de 0.5 mL
recogidas. Se realizo´ un ensayo de actividad HAT (ver apartado 3.2.8.1) en fi-
bra de vidrio para determinar con precisio´n la localizacio´n del complejo HAT en
las fracciones recogidas. La masa molecular de los complejos fue determinada
usando como patrones citocromo c (14 kDa), alcohol deshidrogenasa (150 kDa)
y tiroglobulina (669 kDa).
Tambie´n se empleo´ la columna Superose 6 (310×10 mm, 24 mL volumen de
lecho), a una temperatura de 4◦C para determinar la masa molecular de los com-
plejos objeto de nuestro estudio. Para ello, se inyectaron en el sistema de FPLC
¨AKTA Prime 400 µL de las fracciones concentradas del complejo, empleando un
loop de 500 µL. El tampo´n empleado fue el mismo que para la columna Sepha-
cryl S-400 y el flujo se fijo´ a 0.3 mL/min. Se recogieron fracciones de 0.5 mL de
las que se determino´ la A280 y la actividad HAT. Parte de las fracciones recupera-
das de la exclusio´n molecular fueron analizadas mediante western-blotting (pa´g.
91) para comprobar la zona de elucio´n de la subunidad etiquetada. Los patrones
usados en esta columna fueron los mismos que para la anterior.
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3.2.8. Ensayos de actividad HAT
3.2.8.1. Ensayos en fibra de vidrio
Los ensayos de actividad HAT se llevaron a cabo segu´n el me´todo descrito
previamente en nuestro laboratorio [169], con algunas modificaciones. Se toma-
ron 85 µL de la fraccio´n enzima´tica a ensayar a los que se an˜adieron 72 µg de
histonas internas de eritrocito de pollo disueltos en 9 µL de agua (ver aparta-
do 3.2.8.3). La reaccio´n comenzo´ al an˜adir 0.01 µCi de [1-14C]acetil CoA (55
mCi/mmol) en 10 µL de agua. La reaccio´n se dejo´ desarrollar durante 20 min a
30◦C, tras lo cual se deposito´ sobre un filtro de fibra de vidrio circular (Whatman
GF/F) que fue sumergido en un ban˜o de a´cido tricloroace´tico al 25 % (p/v) frı´o
durante 20 min con el fin de detener la reaccio´n y eliminar el exceso de ace-
til CoA radiactivo. Este lavado se repitio´ dos veces ma´s. Finalmente los filtros
se lavaron sucesivamente con etanol, etanol:e´ter dietı´lico (1:1) y e´ter dietı´lico
durante 10 min a temperatura ambiente. Los filtros se secaron en una estufa a
70◦C durante 10 min y se introdujeron en viales que contenı´an 5 mL de cocktail
de centelleo (Biogreen 101 de Scharlau o Sigma Fluor LSC para muestras no
acuosas). La radiactividad presente en los filtros se detecto´ con un contador de
centelleo lı´quido (Wallac 1409).
3.2.8.2. Ensayos mediante fluorografı´a
Cuando se deseo´ determinar la radiactividad que se incorporo´ a cada una de
las histonas, los ensayos realizados fueron similares pero se tomaron u´nicamente
20 µL de la fraccio´n enzima´tica correspondiente y se mezclaron con 12 µg de his-
tonas internas de eritrocito de pollo. Del mismo modo, la reaccio´n dio´ comienzo
al an˜adir 0.011 µCi de [1-14C]acetil CoA para obtener un volumen final de 26
µL, y se detuvo tras 20 min a 30◦C mediante la adicio´n de 13 µL de disolvente
de muestras SDS 3× (180 mM Tris-HCl pH 6.8, 9 % SDS, 30 % glicerol, 12 %
2-mercaptoetanol, 0.06 % azul bromofenol). La muestra fue calentada durante 5
min a 95◦C y centrifugada 5 min a 12000 rpm. De la muestra obtenida se in-
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yectaron 10 µL en geles del 16 % de poliacrilamida-SDS [208] en los que las
histonas, y el resto de proteı´nas, fueron resueltas (ver apartado siguiente). Los
geles fueron ten˜idos con disolucio´n de Coomassie R-250 (46 % (v/v) metanol,
8 % (v/v) a´cido ace´tico, 0.1 % (p/v) Brilliant Blue R-250 (Sigma)) durante 40
min y desten˜idos mediante varios lavados de decolorante (30 % metanol y 5 %
a´cido ace´tico). Se incubaron al menos durante 1 h en metanol 50 % (v/v), y fue-
ron secados a 80◦C sobre papel Whatman 3MM (Slab Gel Dryer SGDB5040,
Thermosavant). Los geles secados se expusieron en un casete con una pantalla
BAS-IP SR2025 durante 72 h. La incorporacio´n de radiactividad a las histonas
se detecto´ mediante la lectura de la pantalla con un PhosphorImager FLA-3000
(Fujifilm) y el programa Image Reader FLA-3000 (Fujifilm). ´Esto nos permi-
tio´ obtener ima´genes de la fluorografı´a que fueron densitometradas utilizando el
programa informa´tico Image Gauge 4.0 (Fujifilm).
3.2.8.3. Obtencio´n de histonas de eritrocito de pollo
Se obtuvieron histonas de eritrocito de pollo sin H1 ni H5, bien sea en for-
ma de histonas libres, bien sea en forma de oligonucleosomas. Para ello se re-
cogio´ sangre de pollo inmediatamente despue´s de su muerte sobre un tampo´n
isoto´nico (10 mM Tris-HCl pH 7.1, 25 mM citrato so´dico, 140 mM NaCl) y
se aislaron los nu´cleos de las ce´lulas sanguı´neas segu´n el me´todo descrito por
Weintraub et al. [209]. Brevemente, tras la recoleccio´n sobre el tampo´n, la san-
gre se centrifugo´ a 500×g durante 10 min para recoger las ce´lulas sanguı´neas.
A continuacio´n las ce´lulas se lavaron dos veces ma´s con este mismo tampo´n, se
resuspendieron en cuatro volu´menes de tampo´n de lisis celular (10 mM Tris-HCl
pH 7.4, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.5 % (v/v) Triton X-100), y se agitaron sua-
vemente durante 90 min a 4◦C. Los nu´cleos se recogieron por centrifugacio´n a
1000×g 10 min, y se lavaron con tampo´n de lisis hasta conseguir un sobrenadan-
te claro. Las histonas libres fueron obtenidas a partir de los nu´cleos de eritrocitos
lisados [170], eliminando en primer lugar las histonas externas H1 y H5 median-
te su extraccio´n con a´cido perclo´rico. En concreto, los nu´cleos se resuspendieron
en 4 volu´menes de tampo´n de lavado (1 mM EDTA pH 7, 1 mM PMSF) y tras 1
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h de agitacio´n suave a 4◦C se recogieron por centrifugacio´n a 10000×g durante
15 min. Tras un lavado en el mismo medio, el sedimento se resuspendio´ en 4
volu´menes de a´cido perclo´rico 0.74 M y la suspensio´n se agito´ ene´rgicamente
durante 30 min. El sobrenadante donde se encuentran las histonas H1 y H5 se
descarto´, y el sedimento se reextrajo en las mismas condiciones con 2 volu´me-
nes de a´cido perclo´rico 0.74 M. El sedimento final se sometio´ a extraccio´n con
0.25 M de HCl para obtener las histonas internas. La adicio´n de ocho volu´menes
de acetona y la incubacio´n durante una noche a -20◦C, consiguio´ precipitar las
histonas, que fueron recuperadas por centrifugacio´n durante 15 min a 20000×g,
dos lavados con acetona anhidra y secado en bomba Speed Vac.
Los oligonucleosomas se obtuvieron por digestio´n de los nu´cleos de eritro-
cito de pollo con nucleasa de micrococo y eliminacio´n de las histonas H1 y H5
con resina CM-Sephadex C-25 segu´n Ruiz-Garcı´a et al. [177].
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3.2.9. Electroforesis de proteı´nas en gel de poliacrilami-
da en presencia de SDS (SDS-PAGE)
La electroforesis de proteı´nas en geles de poliacrilamida (PAGE) en condi-
ciones desnaturalizantes se efectu´o segu´n el procedimiento de Laemmli, 1970
[208], en geles de una concentracio´n variable de acrilamida en presencia de
SDS. En el caso de los geles para la separacio´n de histonas, se emplearon ge-
les del 16 % (p/v) de acrilamida, mientras que en el caso de proteı´nas de mayor
taman˜o, se utilizaron concentraciones del 8, 10 y 12 % dependiendo del taman˜o
de la proteı´na de intere´s. Las muestras fueron disueltas o diluidas con el disol-
vente de muestras apropiado para conseguir una concentracio´n final de 60 mM
de Tris-HCl pH 6.8, 3 % SDS, 10 % glicerol, 4 % 2-mercaptoetanol y 0.02 % azul
de bromofenol. Los geles fueron preparados con un gel separador que contenı´a
la concentracio´n deseada de acrilamida:bisacrilamida (30:0.8), 0.1 % (p/v) SDS,
0.07 % (v/v) TEMED y 380 mM Tris-HCl pH 8.8. Por otro lado el gel concentra-
dor contenı´a en todos los casos 5 % (p/v) de acrilamida:bisacrilamida (30:0.8),
0.1 % SDS, 0.2 % TEMED y 125 mM Tris-HCl pH 6.8. Las electroforesis fue-
ron desarrolladas con fuentes de alimentacio´n PowerPac 300 o PowerPac Basic
(Bio-Rad), a una intensidad inicial de 14 mA y un voltaje ma´ximo de 110 V para
minigeles (10×7 cm), y a 24 mA y 160 V para los de mayor taman˜o (15×15
cm). El tampo´n de electroforesis contenı´a 25 mM Tris pH 8.3, 192 mM glicina
y 0.1 % SDS. Una vez finalizada la electroforesis, el gel podı´a ser ten˜ido con
Coomassie R-250 y desten˜ido, o bien ser transferido a una membrana para su
posterior ana´lisis por inmunoblot (ver apartado siguiente).
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3.2.10. Ana´lisis mediante western-blotting
Tras la separacio´n de las muestras proteicas por electroforesis en geles des-
naturalizantes de poliacrilamida, las proteı´nas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Protran 0.2µm, Schleider&Schuell) por electrotransferencia del ti-
po semidry o en lı´quido.
La mayor parte de las detecciones de proteı´nas eluidas en las cromatografı´as
(ver apartado 3.2.7 en pa´g. 83) se realizaron por transferencia semidry. En
este caso, la membrana, los papeles de blotting (gel blotting papers, Schlei-
cher&Schuell) y el gel se sumergieron brevemente en el tampo´n de transferencia
(39 mM glicina, 48 mM Tris pH 8.8, 20 % metanol, 0.037 % SDS) previamente
a su colocacio´n en el aparato de transferencia (Trans Blot SD semidry Trans-
fer Cell de Bio-Rad). Las condiciones de transferencia fueron de 3 mA/cm2 de
membrana y un voltaje ma´ximo de 25 V.
La transferencia en lı´quido se llevo´ a cabo mediante un me´todo basado en el
trabajo de Thiriet y Albert, 1995 [210]. El tampo´n de transferencia que se uso´ fue
tampo´n de electroforesis (ver pa´g. 90) con un contenido del 20 % (v/v) en meta-
nol. La transferencia se efectuo´ con un voltaje de 100 V durante 10 min y 60 V
durante 20 min, y fue comprobada mediante tincio´n con 1 % (p/v) Ponceau S en
1 % (v/v) a´cido ace´tico durante 1 min. A continuacio´n el exceso de colorante fue
eliminado mediante varios lavados con 1 % de a´cido ace´tico. La membrana fue
escaneada y su imagen se guardo´ en formato electro´nico para la comparacio´n de
la cantidad de proteı´na por carrera con la sen˜al obtenida por quimioluminiscen-
cia. Tras la tincio´n, la membrana fue lavada con agua destilada o PBS (140 mM
NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) para que el
pH de la membrana no permaneciera acidificado.
Cuando la proteı´na que se deseaba identificar contenı´a epı´topos HA, la mem-
brana fue incubada 1 h a temperatura ambiente en PBS que contenı´a 1 % de leche
desnatada en polvo (disolucio´n de bloqueo). La membrana fue incubada toda la
noche a 4◦C, con una concentracio´n del anticuerpo monoclonal de rato´n α-HA
12CA5 (Roche) de 133 ng/mL en solucio´n de bloqueo. Tras la incubacio´n con el
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anticuerpo primario la membrana es sometida a dos lavados ra´pidos con PBS-T
0.5 % (PBS con 0.5 % de Tween-20) a temperatura ambiente, y a continuacio´n
se lavo´ durante 10 min 3 veces con el mismo tampo´n. Se llevo´ a cabo un u´ltimo
lavado con PBS durante 10 min para eliminar el Tween-20. La incubacio´n con el
anticuerpo de oveja α-rato´n etiquetado con peroxidasa (Amersham Biosciences)
y diluido 1/5000 en PBS 1 % de leche, se realizo´ durante 1 h 30 min. Tras la
incubacio´n con el anticuerpo secundario, la membrana se lavo´ con PBS-T 0.5 %
del mismo modo que anteriormente. La deteccio´n de las proteı´nas por quimio-
luminiscencia se llevo´ a cabo con el sistema ECL Western Blotting (Amersham
Biosciences) segu´n las instrucciones del fabricante.
Las proteı´nas etiquetadas con epı´topos c-MYC fueron detectadas de manera
muy similar a las etiquetadas con HA, pero con las diferencias que se detallan
a continuacio´n. El bloqueo se realizo´ durante 1 h a temperatura ambiente en
PBS-T 0.1 % con 2.5 % de leche, y 1 h a 4◦C. La membrana se incubo´ toda la
noche a 4◦C en una disolucio´n con 1.33 ng/mL de anticuerpo monoclonal α-
c-MYC 9E10 (Roche) en disolucio´n de bloqueo. Los lavados se efectuaron del
mismo modo, pero a 4◦C, con PBS-T 0.1 % y sin el lavado final sin Tween-20.
La incubacio´n con anticuerpo secundario tambie´n fue ide´ntica excepto porque
fue a 4◦C y el anticuerpo estaba diluido en PBS-T 0.1 %. El resto del protocolo
se desarrollo´ en las mismas condiciones.
Las membranas con muestras procedentes del proceso de extraccio´n de TAP
se incubaron al menos 1 h a temperatura ambiente en PBS que contenı´a 5 % (p/v)
de leche desnatada en polvo y 0.1 % (v/v) de Tween-20 (disolucio´n de bloqueo).
A continuacio´n se incubo´ 1 h 30 min en una dilucio´n 1/2000 en disolucio´n de
bloqueo del anticuerpo policlonal de conejo α-PAP, el cual reconoce la proteı´na
A. A continuacio´n se realizaron dos lavados de 5 min y cuatro de 10 min con
PBS 0.1 % Tween-20. Por u´ltimo se realizo´ un lavado con PBS de 10 min y
se empleo´ el sistema ECL Western Blotting (Amersham Biosciences) para la
deteccio´n de las proteı´nas con fusio´n TAP.
Por otro lado, las membranas con muestras del proceso de purificacio´n por
TAP se incubaron un mı´nimo de 1 h a temperatura ambiente en una disolucio´n al
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2 % (p/v) de agente bloqueante del kit ECL Advanced Western Blotting (Amers-
ham Biosciences) en TBS (20 mM Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl) 0.1 % (v/v)
Tween-20. A continuacio´n la membrana se incubo´ durante toda la noche a 4◦C
en una dilucio´n 1/20000 de anticuerpo policlonal de conejo α-TAP en disolucio´n
de bloqueo. Este anticuerpo, a diferencia del α-PAP, es capaz de reconocer el
pe´ptido de unio´n a calmodulina (CBP), y por tanto la proteı´na de fusio´n tras su
corte con la proteasa TEV. Al dı´a siguiente se realizaron dos lavados ra´pidos,
uno de 15 min y por u´ltimo tres de 5 min con TBS Tween-20 0.1 % (p/v) a 4◦C.
A continuacio´n se incubo´ la membrana durante 1 h con una dilucio´n 1/30000
de anticuerpo α-conejo conjugado con la peroxidasa del ra´bano picante (Amers-
ham Biosciences) en TBS 2 % (p/v) de agente bloqueante 0.1 % (p/v) Tween-20.
Se repitieron la serie de lavados y la deteccio´n se realizo´ con los reactivos del
sistema ECL Advanced Western Blotting (Amersham Biosciences).
Stripping o lavado de membranas
Para incubar una membrana con dos anticuerpos distintos sucesivamente,
e´sta se lavo´ dos veces con agua destilada y se incubo´ 1 h a 37◦C con agitacio´n
en tampo´n de Stripping (5 % (v/v) a´cido ace´tico, 0.5 M NaCl, 4 M urea, 2 %
2-mercaptoetanol). Tras esto se lavo´ cuatro veces durante 5 min con agua des-
tilada, y dos veces con PBS-T 0.01 % o TBS-T 0.01 % tambie´n durante 5 min
cada lavado. Finalmente se bloqueo´ de nuevo la membrana y se prosiguio´ como
normalmente.
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3.2.11. Ana´lisis de complejos proteicos mediante TAP
Estimacio´n del nivel de expresio´n de proteı´nas fusionadas a etiqueta TAP
Para determinar la cantidad aproximada de proteı´na con etiqueta TAP que
se produce en las cepas construidas, se tomo´ una cantidad suficiente de ce´lulas
de una placa de YPDA y se resuspendio´ en 500 µL de agua destilada este´ril. De
este volumen se tomaron 50 µL de la suspensio´n celular y se diluyo´ 1/20 con
agua para medir la DO600. A los 450 µL restantes se les an˜adio´ 18 µL de NaOH
5 M para obtener una concentracio´n final de 200 mM. La mezcla se incubo´ 10
min a temperatura ambiente, tras lo cual se tomaron 3 unidades de DO600 que se
centrifugaron a 14000 rpm en una microfuga. El sedimento se resupendio´ en 100
µL de disolvente de muestras 2X (ver composicio´n en pa´g. 87), se hirvio´ durante
10 min, y se aplicaron 10 µL (0.3 DO/muestra) en un gel SDS-PAGE del 8, 10 o
12 % de acrilamida, dependiendo del taman˜o de la proteı´na etiquetada. El resto
del procedimiento de western-blotting con el anticuerpo α-PAP para la deteccio´n
de las proteı´nas fusionadas a TAP se encuentra en el apartado 3.2.10 pa´g. 91.
Disrupcio´n crioge´nica de ce´lulas de levadura
En esta etapa y las posteriores la contaminacio´n por queratinas se evito´ en lo
posible empleando guantes para la manipulacio´n de todo el material.
Las ce´lulas congeladas obtenidas como se describe en el apartado 3.2.4,
pa´g. 78, se introdujeron en los contenedores de acero del molino de bola Rets-
ch MM301, previamente enfriados en nitro´geno lı´quido. La disrupcio´n se efec-
tuo´ mediante 6 pulsos de 3 min de duracio´n cada uno, a una velocidad de 29
vibraciones/s. Tras cada pulso los contenedores se introdujeron de nuevo en
nitro´geno lı´quido para mantenerlos durante toda la disrupcio´n a una temperatura
adecuada. Las ce´lulas rotas se pesaron y conservaron a -80 ◦C.
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Preparacio´n de extractos celulares para TAP
A las ce´lulas rotas descongeladas en hielo se les adicionaron 2 mL de tampo´n
de extraccio´n por cada g de ce´lulas. Se empleo´ el tampo´n de extraccio´n B1 (10
mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 20 % glicerol, 0.1 % Nonidet P-40, 1 mM
PMSF, 2 mM benzamidina, 1 µM leupeptina, 2 µM pepstatina A, 4 µM quimos-
tatina, 2.6 µM aprotinina) o el B2 (40 mM HEPES pH 7.9, 350 mM NaCl, 10 %
glicerol, 0.1 % Nonidet P-40, 1 mM PMSF, 2 mM benzamidina, 1 µM leupepti-
na, 2 µM pepstatina A, 4 µM quimostatina, 2.6 µM aprotinina) dependiendo de
la proteı´na etiquetada. La lisis se finalizo´ mediante agitacio´n magne´tica mode-
rada durante 20 min a 4◦C. El lisado se ultracentrifugo´ durante 30 min a 4◦C
a 35000×g y el sobrenadante (S1) se obtuvo por decantacio´n. Este sobrenadan-
te fue sometido a una segunda ultracentrifugacio´n durante 90 min a 92500×g
4◦C. Si el tampo´n utilizado fue el B1, el extracto obtenido (S2) fue congelado
en nitro´geno lı´quido y mantenido a -80◦C hasta su posterior procesamiento. En
el caso del B2, el sobrenadante se sometio´ a dia´lisis frente a tampo´n D (20 mM
HEPES pH 7.9, 50 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 20 % glicerol, 0.5 mM DTT, 0.5
mM PMSF, 2 mM benzamidina) durante 3 horas, previamente a la congelacio´n
del extracto.
La extraccio´n para cada proteı´na fue monitorizada mediante western-blot con
anticuerpo anti-PAP policlonal de conejo. Este anticuerpo reconoce la proteı´na
A del epı´topo TAP. De este modo se siguio´ el contenido en proteı´na con etiqueta
TAP en la suspensio´n celular, el lisado, los sobrenadantes de las ultracentrifuga-
ciones y el extracto final (ver procedimiento en apartado 3.2.10).
Purificacio´n en ta´ndem por cromatografı´as de afinidad (TAP)
Se siguio´ ba´sicamente el protocolo descrito en los trabajos de 1999 de Ri-
gaut et al. [190] y de 2001 de Puig et al. [191]. Los extractos se descongelaron
ra´pidamente y en caso de haber sido sometidos a dia´lisis, se les adiciono´ NaCl
y Nonidet P-40 para que alcanzaran una concentracio´n final de 100 mM y 0.1 %
respectivamente. Se utilizaron 250 µL de suspensio´n de resina IgG-Sepharose 6
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Fast Flow (Amersham Biosciences) para el extracto procedente de aproximada-
mente 10 g de ce´lulas. Esta resina fue equilibrada en una columna de BioRad
(PolyPrep Chromatography Column) con 10 mL de tampo´n IPP150 (10 mM
Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1 % Nonidet P-40) este´ril. El extracto se in-
cubo´ con la resina IgG-Sepharose durante 2 h en un agitador orbital a 4◦C. La
resina fue lavada tres veces con tampo´n IPP150 y una vez con 10 mL de tampo´n
de digestio´n IPP150 (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1 % Nonidet
P-40, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT) este´ril, y se resuspendio´ en 1 mL de este
tampo´n. La reaccio´n de digestio´n de la zona de reconocimiento de la proteasa
TEV se llevo´ a cabo mediante la adicio´n de 3-4 µg de proteasa TEV (cedida
por A. Dziembowski) por cada g de ce´lulas de partida. Esta digestio´n produce
la liberacio´n del epı´topo proteı´na A de la etiqueta TAP. La reaccio´n se consi-
dero´ completa tras una incubacio´n de 2 h con agitacio´n a 16◦C. Transcurrido
este tiempo, el volumen de reaccio´n fue recuperado, y se an˜adio´ 3 mL de tampo´n
de unio´n a la calmodulina (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1 % Noni-
det P-40, 1 mM acetato de magnesio, 1 mM imidazol, 2 mM CaCl2, 9.7 mM
β-mercaptoetanol) para terminar la elucio´n de la columna. A estos 4 mL de dige-
rido se le adiciono´ CaCl2 hasta una concentracio´n final de 2.75 mM para mejorar
la unio´n de la parte CBP (Calmodulin Binding-Protein) de la etiqueta TAP a la
resina de calmodulina-agarosa (Calmodulin Affinity Resin de Stratagene). Se
utilizaron 250 µL de suspensio´n de la resina, lavada con 10 mL de tampo´n de
unio´n a la calmodulina. La incubacio´n de la resina con el digerido se efectu´o
durante 1 hora a 4◦C con agitacio´n orbital. Despue´s de la incubacio´n, la resina
fue lavada tres veces con 10 mL de tampo´n de unio´n a la calmodulina. A conti-
nuacio´n las proteı´nas retenidas se colectaron en 5 fracciones consecutivas de 200
µL de tampo´n de elucio´n (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1 % Noni-
det P-40, 1 mM acetato de magnesio, 1 mM imidazol, 2 mM EGTA, 9.7 mM
β-mercaptoetanol) cada una. La segunda elucio´n fue incubada durante 5 min pa-
ra incrementar la cantidad de proteı´na eluida en este paso. Por u´ltimo la resina se
incubo´ durante 15 min a 65◦C en 200 µL de SDS 1 % para eluir proteı´nas que se
unen fuertemente. Generalmente el segundo y el tercer eluido fueron analizados
por espectrometrı´a de masas, aunque en algunas ocasiones lo fue el eluido en
condiciones desnaturalizantes (15 min a 65◦C con 1 % SDS). Las muestras se
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congelaron a -80◦C hasta su ana´lisis.
En cada una de las etapas de purificacio´n se separaron alı´cuotas que fueron
analizadas por western-blot con anticuerpo anti-TAP. Las alı´cuotas tomadas en
cada etapa de la extraccio´n y la purificacio´n fueron aplicadas en geles de SDS-
poliacrilamida del 10 %, o del 8 % si las muestras contenı´an la proteı´na Sas3-TAP
(de un taman˜o mucho mayor que las otras dos). Tras la electroforesis se llevo´ a
cabo la electrotransferencia tal y como se describe en el apartado 3.2.10 en la
pa´g. 91.
3.2.11.1. Ana´lisis electrofore´tico en geles de poliacrilamida tricina/SDS
La visualizacio´n de las proteı´nas componentes de los complejos purificados
se realizo´ mediante ana´lisis electrofore´tico en geles de tricina-SDS [211]. Las
muestras se evaporaron en Speed Vac y se resuspendieron en solvente de mues-
tras 1× (100 mM Tris pH 6.8, 15 % glicerol, 4 % SDS, 100 mM DTT, 0.04 %
Coomassie Blue G250). Los geles de tricina de 20x20 cm y 0.75 mm de gro-
sor fueron preparados siguiendo ba´sicamente el protocolo descrito en 1987 por
Schagger y von Jagow [211]. El gel separativo contenı´a una concentracio´n de
10 o 12 % acrilamida (disolucio´n de partida de acrilamida 30 %, bisacrilamida
0.8 %, 37.5:1, Pronadisa), 990 mM Trizma®-HCl pH 8.4, 10 % glicerol y 0.1 %
SDS. El gel concentrador tenı´a una composicio´n de 3.9 % de acrilamida, 744
mM de Trizma®-HCl pH 8.4, 0.1 % SDS. El tampo´n del a´nodo contenı´a 200
mM Trizma® pH 8.9, y el del ca´todo 100 mM Trizma-base® pH 8.25, 100 mM
Tricina y 0.1 % SDS. La electroforesis en gel de tricina-SDS consigue una re-
solucio´n superior de proteı´nas de baja masa molecular (5-20 kDa) sin necesidad
de urea. Adema´s se eliminan los efectos de sobrecarga cuando se inyectan gran-
des cantidades de proteı´na. Las electroforesis se llevaron a cabo en una cubeta
Protean II xi Cell (BioRad) a temperatura ambiente con circulacio´n de agua. La
intensidad aplicada fue de 60 mA por gel durante 7-8 h y nunca se sobrepasaron
los 250 V.
El gel se lavo´ con agua milliQ en abundancia inmediatamente tras la elec-
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troforesis. Las proteı´nas se fijaron con una disolucio´n de 25 % (v/v) isopropanol
y 10 % (v/v) a´cido ace´tico durante 15 min para prevenir la difusio´n de pequen˜as
proteı´nas del gel y acelerar la eliminacio´n de SDS del gel. A continuacio´n, el gel
se lavo´ tres veces con agua milliQ, y se tin˜o´ con Pageblue (Fermentas) durante
toda una noche. Al dı´a siguiente el gel se lavo´ con agua milliQ durante 5 min y
fue escaneado.
3.2.11.2. Identificacio´n de proteı´nas por espectrometrı´a de masas
El Servicio de Proteo´mica perteneciente a ProteoRed del CIPF (Centro de
Investigacio´n Prı´ncipe Felipe, Vale`ncia) realizo´ los ana´lisis de identificacio´n de
proteı´nas purificadas por TAP mediante MALDI-TOF y LC-MS/MS, segu´n la
complejidad de la muestra.
En cualquier caso, previamente a la identificacio´n por espectrometrı´a de ma-
sas todas las muestras fueron digeridas con tripsina empleando un protocolo
ide´ntico. Brevemente, las bandas fueron escindidas y se realizaron dos incu-
baciones de 15 min con agua:acetonitrilo 1:1 (v/v), otra con acetonitrilo y fi-
nalmente se elimino´ el lı´quido del gel deshidratado. Se rehidrato´ con 0.1 M de
NH4HCO3 durante 5 min y se incubo´ 15 min con acetonitrilo. La muestra se
redujo con un tratamiento de 30 min a 60◦C con 10 mM DTT en 0.1 M de
NH4HCO3. A continuacio´n se alquilo´ en una incubacio´n durante 30 min en os-
curidad con 55 mM de yodoacetamida en 0.1 M NH4HCO3. Se volvio´ a tratar
con agua:acetonitrilo durante 2 min, despue´s 5 min con acetonitrilo, y finalmente
la muestra se seco´ en Speed Vac. La digestio´n con tripsina de una banda visua-
lizada con con Coomassie requirio´ de 100-150 ng de enzima. En ambos casos el
volumen final es de 10 µL. Tras una incubacio´n de 30 min en hielo, el sobrena-
dante fue eliminado y se incubo´ toda la noche a 37◦C tras la adicio´n de 20 µL de
50 mM NH4HCO3.
Para los ana´lisis LC-MS/MS, la muestra se resupendio´ finalmente en 6 µL de
0.1 % a´cido trifluoroace´tico y se aplico´ en una precolumna desaladora en lı´nea de
la que se retroeluyo´ a la columna analı´tica capilar. En esta columna se realizo´ la
3.2.11 Ana´lisis de complejos proteicos mediante TAP 99
etapa de separacio´n en un gradiente en tres fases de 0 a 95 % en acetonitrilo y
0.1 % en a´cido formico. Tras la columna, la muestra paso´ directamente a la fuente
nanospray del Espectro´metro de Masas QSTAR XL (Applied Biosystems) don-
de se realizo´ un ana´lisis IDA (Information Depending Adquisition) con ciclos
de adquisicio´n en modo MS y MS/MS a lo largo de todo el cromatograma. Los
espectros de MS/MS obtenidos se enviaron de forma automatizada al algoritmo
de bu´squeda MASCOT a trave´s del programa Mascot Daemon (Matrix Scien-
ce) [212].
En el caso de los ana´lisis MALDI-TOF/TOF, las muestras se analizaron en
un espectro´metro de masas 4700 Proteomic Analyzer MALDI-TOF/TOF (Ap-
plied Biosystems). Las muestras se desalaron y se eluyeron directamente con
5 mg/mL de a´cido α-ciano-4-hidroxicina´mico en 70 % acetonitrilo:0.1 % a´cido
trifluoroace´tico. La informacio´n combinada de MS y MS/MS se envio´ a Mascot
Daemon (Matrix Science) [212] a trave´s del programa GPS (Applied Biosys-
tems).
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3.3 Resultados y discusio´n
3.3.1. Deteccio´n de una nueva actividad HAT con espe-
cificidad sobre la histona H3
El sistema para separar complejos HAT en S. cerevisiae desarrollado en nues-
tro laboratorio habı´a demostrado ser altamente reproducible y fiable. Sin embar-
go, al constar de una u´nica etapa cromatogra´fica, las fracciones obtenidas poseı´an
un elevado contenido proteico. Con objeto de obtener fracciones ma´s purificadas
de los complejos HAT, e intentar identificar algunas de las proteı´nas que forman
parte de ellos, se an˜adio´ un nuevo paso cromatogra´fico. Este paso consistio´ en
aplicar la fraccio´n soluble del extracto crudo a una resina de tipo Ni-NTA agaro-
sa, de modo que la mayor parte de la actividad HAT quedo´ retenida. La elucio´n
se efectuo´ con un tampo´n que contiene 300 mM de imidazol. Este protocolo es
una modificacio´n del que se describe en [171].
Para comprobar que las actividades HAT descritas en nuestro laboratorio
eran recuperadas tras la introduccio´n de la nueva etapa cromatogra´fica, se di-
sen˜o´ un estrategia que analizo´ las actividades retenidas y no retenidas por la
resina de Ni-NTA (fig. 3.4). Las fracciones no retenidas y las eluidas a alta con-
centracio´n de imidazol fueron aplicadas a una columna Q Sepharose FF, y eluidas
mediante un gradiente de NaCl de las caracterı´sticas que habitualmente se habı´an
utilizado en nuesto laboratorio. La actividad eluida de la columna de intercam-
bio anio´nico procedente de las fracciones no retenidas en Ni-NTA se analiza en
la fig. 3.5A. La actividad HAT total (ensayo HAT) y la especificidad de histona
(fluorografı´a) de cada una de las fracciones de la cromatografı´a de Q Sepharose
muestran que la actividad total es muy baja, en contraste con la elevada presencia
de proteı´nas (A280). La fluorografı´a detecto´ la presencia de los complejos HAT
previamente obtenidos en nuestro laboratorio mediante el sistema que consta-
ba de una cromatografı´a, si bien predominan los dependientes de Hat1p (HAT
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Figura 3.4. Esquema de purificacio´n de actividades HAT de levadura empleando
una cromatografı´a de io´n meta´lico inmovilizado y una de intercambio io´nico.
A3 y HAT B). En el caso del ana´lisis de las fracciones retenidas en la columna
de Ni-NTA y eluidas con 300 mM de imidazol (fig. 3.5B), la cantidad de pro-
teı´na es mucho menor, en contraste con una elevada actividad total (expresada en
DPM). Adema´s, el ensayo fluorogra´fico permitio´ detectar todas las actividades
HAT descritas en nuestro laboratorio, aunque, obviamente las actividades HAT
A3 y B son menos abundantes. En base a estos resultados decidimos incorporar
a nuestro sistema de purificacio´n la cromatografı´a Ni-NTA siempre y cuando no
tuvie´ramos como objetivo purificar los complejos HAT A3 o B. Un hecho re-
levante se descubre en la fig. 3.5A y en la B, esto es la aparicio´n de dos picos
diferenciados de actividad HAT sobre las histonas H3, y quiza´s H4, en las u´lti-
mas fracciones del gradiente. Ası´ pues, donde en estudios precedentes se habı´a
detectado un u´nico complejo (HAT A4 en la fig. 3.1 pa´g. 67), en este sistema mo-
dificado se han detectado dos, que hemos denominado HAT A4-I y HAT A4-II,
por su orden de elucio´n.
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Figura 3.5. Purificacio´n de actividades HAT en un extracto de S.cerevisiae silvestre
(BY4742) tras cromatografı´a de Ni-NTA y recromatografı´a en Q Sepharose de la
fraccio´n no retenida y la eluida. Fraccionamiento en Q Sepharose de la fraccio´n no
retenida a la resina Ni-NTA (A)y de la eluida a 300 mM de imidazol (B) procedente de
un extracto de una cepa de levadura silvestre. Las proteı´nas retenidas en Q Sepharose se
eluyeron mediante un gradiente lineal de 80 a 380 mM NaCl. Se representa la A280 de
las fracciones recogidas y la actividad HAT de las fracciones tras ensayarlas con histonas
libres de eritrocito de pollo y [1-14C]acetil CoA. Se muestran las fluorografı´as con his-
tonas internas de eritrocito de pollo, tras el ensayo y su separacio´n por electroforesis en
gel del 16 % de poliacrilamida en presencia de SDS. La posicio´n de tres de las histonas
internas se encuentra indicada.
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Figura 3.6. Ana´lisis de
las actividades HAT A4-
I y HAT A4-II en una
cepa silvestre (BY4742)
tras cromatografı´a de
Ni-NTA y posterior cro-
matografı´a en Q Sepha-
rose con gradiente salino
de 80 a 500 mM. Ensa-
yo HAT con histonas li-
bres (A) o histonas nu-
cleosomales (B) de frac-
ciones de la Q Sepharose,
separacio´n por electrofo-
resis en un gel del 16 % de
poliacrilamida en presen-
cia de SDS y fluorografı´a
del mismo. En los pane-
les inferiores se cuantifi-
ca la densidad de marca en
unidades arbitrarias (u.a.)
mediante el densitometra-
do de las bandas de las
histonas H3 y H4 del fluo-
rograma correspondiente.
Se indica la posicio´n de
tres de las histonas inter-
nas, y la de los complejos
presentes en ambas cro-
matografı´as.
104 Resultados y discusio´n
Para comprobar que efectivamente se trataba de dos complejos, y no de per-
turbaciones en el gradiente en el tramo final de alta fuerza io´nica, se realizaron
dos experimentos, poniendo especial cuidado en la separacio´n de actividades en
la regio´n de mayor concentracio´n salina. En primer lugar comprobamos que la
ampliacio´n del gradiente hasta 500 mM NaCl, manteniendo la misma pendiente,
no afecta al aislamiento de ambas actividades que acetilan H3, tanto libre como
nucleosomal. Ası´, en la fig. 3.6 se observa la presencia de ambos complejos,
especialmente utilizando histonas libres como sustrato (fig. 3.6A). El complejo
A4-I eluye un poco antes que HAT B (fa´cilmente identificable por la sen˜al sobre
H4 centrada en la fraccio´n 28), y el A4-II un poco despue´s. En segundo lugar se
efectuaron experimentos similares a los descritos, pero utilizando una cepa mu-
tante hat1∆. Hat1p es la subunidad catalı´tica de HAT B, que posee una intensa
actividad HAT sobre la histona H4 libre. Puesto que las actividades HAT A4-I y
II parecen acetilar tambie´n a H4, la ausencia de los complejos dependientes de
HAT1 permitirı´a determinar con mayor claridad, tanto la posicio´n, como la ca-
pacidad de acetilar H4 de A4-I y II. En este caso se separaron los dos picos con
actividad HAT especı´fica sobre la histona H3 principalmente, y la histona H4
(fig. 3.7). Los resultados mostrados demuestran la existencia de dos complejos
identificables, con especificidad sobre H3, y en menor medida por H4.
En conclusio´n, utilizando un sistema de purificacio´n basado en la obtencio´n
de extractos con el me´todo de disociacio´n con NaCl y ultracentrifugacio´n, com-
binado con una cromatografı´a de Ni-NTA y otra de intercambio io´nico, se han
detectado una serie de actividades HAT, algunas de las cuales eran desconoci-
das. De los complejos detectados, A2 [169, 170, 176] , A3 y B [56] ya han sido
estudiados con profundidad en nuestro laboratorio. Los complejos cuyas subuni-
dades catalı´ticas no se han determinado hasta la fecha, son HAT A1 y A4. La
eliminacio´n de gran cantidad de proteı´nas en la cromatografı´a de Ni-NTA, y el
incremento del rango de los gradientes han permitido conseguir una resolucio´n
adecuada para separar lo que en un principio pensa´bamos era un u´nico complejo
A4, en dos: A4-I y A4-II. Ambos complejos acetilan H3 libre y nucleosomal, y
en menor grado H4 libre, poseyendo A4-I una actividad HAT ma´s intensa hacia
H3 nucleosomal. La capacidad de acetilar nucleosomas apoya el cara´cter nuclear
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Figura 3.7. Ana´lisis de las actividades HAT A4-I y HAT A4-II en una cepa hat1∆
(BQS1178) tras cromatografı´a de Ni-NTA y recromatografı´a en Q Sepharose con
gradiente salino de 80 a 400 mM. Las fracciones fueron ensayadas con histonas libres,
la mezcla de reaccio´n fue separada por electroforesis en gel del 16 % de poliacrilamida,
con el subsiguiente ana´lisis por fluorografı´a. La densidad de marca (u.a.) radiactiva in-
corporada en las histonas H3 y H4 fue cuantificada mediante densitometrado. Se indica
la posicio´n de tres de las histonas internas.
de ambos, y por tanto, su clasificacio´n como complejos HAT de tipo A. Adema´s,
nuestros resultados muestran que la actividad HAT de estos complejos es inde-
pendiente de Hat1p.
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3.3.2. Ana´lisis de las actividades HAT A4-I y A4-II
3.3.2.1. HAT A4-I y A4-II poseen masas moleculares distintas
Para corroborar que los picos de actividad de los complejos A4-I y A4-II
constituı´an dos entidades diferentes, las fracciones correspondientes a ambos
picos procedentes de un fraccionamiento de extracto de cepa silvestre (9 L de
BY4742) se reunieron y se concentraron. Una alı´cuota de 500 µL del concentra-
do de cada pico fue aplicada a una columna de exclusio´n molecular Sephacryl
S-400. Segu´n el perfil de elucio´n del complejo HAT A4-I (fig. 3.8A), e´ste posee
un taman˜o de aproximadamente 0.2 MDa (fraccio´n 44) mientras que HAT A4-II
(fig. 3.8B) tendrı´a aproximadamente 2 MDa (fraccio´n 37).
Teniendo en cuenta la escasa separacio´n que hay entre los complejos A4-I
y A4-II en la cromatografı´a sobre Q Sepharose, no es de extran˜ar que se pro-
duzca una pequen˜a contaminacio´n cruzada en las cromatografı´as de exclusio´n
Figura 3.8. Determinacio´n de la masa molecular de los complejos A4-I y II median-
te cromatografı´a de exclusio´n molecular. Las fracciones correspondientes al pico A4-I
(A) y II (B) de una cromatografı´a Q Sepharose se reunieron por separado, fueron con-
centradas y aplicadas a una columna Sephacryl S-400 (ver apartado 3.2.7.3). El taman˜o
de los patrones de masa molecular (tiroglobulina, alcohol deshidrogenasa, y citocromo
c) se halla indicado en azul en la parte superior del gra´fico.
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molecular. Ası´ en la fig. 3.8A se observa un pequen˜o hombro en la fraccio´n 37,
correspondiente a un taman˜o de 2 MDa, mientras que en la fig. 3.8B se percibe un
pico de actividad HAT en la fraccio´n 44, correspondiente al taman˜o de A4-I (200
kDa). Por otro lado, no se puede descartar que otros complejos coeluyan con A4-
I o II en la exclusio´n molecular, pero e´stos se encuentran en forma minoritaria, o
bien poseen una escasa actividad HAT en las condiciones de ensayo empleadas.
Tanto por su lugar de elucio´n en el gradiente de la cromatografı´a en Q Sepha-
rose, como por su especificidad por la histona H3, el complejo HAT A4-I posee
una clara similitud con el complejo NuA3 identificado por otros autores [74]. Sin
embargo, el complejo NuA3, del que se conoce su subunidad catalı´tica (Sas3p,
de 97.6 kDa), ası´ como otras subunidades (Taf14p, de 27.4 kDa e Yng1p, de
25.3 kDa) [74], posee una masa molecular de 400-500 kDa [74], claramente por
encima de la obtenida para el complejo A4-I (200 kDa). Existen dos diferencias
fundamentales entre nuestra forma de aislar los complejos HAT y la del trabajo
sobre NuA3 [74]. La primera es el me´todo de extraccio´n empleado, que con-
siste en rotura de las ce´lulas con perlas de vidrio en su caso [74] o la lisis de
protoplastos, disociacio´n con NaCl de proteı´nas asociadas a cromatina y ultra-
centrifugacio´n, en nuestro caso [169]. La segunda diferencia es la concentracio´n
proteica final de las fracciones cromatogra´ficas. La concentracio´n proteica final
es mucho menor (14 veces) en las fracciones obtenidas usando nuestro me´todo
de separacio´n de actividades HAT. Los complejos eluidos tienen una composi-
cio´n dependiente de la manipulacio´n durante la extraccio´n y purificacio´n, por lo
que estas diferencias podrı´an dar cuenta de la diferencia de taman˜os entre A4-I y
NuA3. En todo caso, es evidente que el complejo A4-I, con una masa molecular
de tan so´lo 200 kDa conserva su capacidad de acetilar la histona H3 libre y nu-
cleosomal. Esto u´ltimo podrı´a indicar que no todas las subunidades del complejo
NuA3 son necesarias para la actividad HAT.
En lo que respecta a la actividad HAT A4-II, por su elucio´n en el gradiente
sobre Q Sepharose, ası´ como por su especificidad por la histona H3, se puede
identificar como homo´logo al complejo SAGA descrito por otros autores [60].
Adema´s, en este caso la masa molecular descrita para SAGA [60] y HAT A4-II
son coincidentes (2 MDa). La u´nica diferencia importante entre ambos com-
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plejos serı´a la escasa capacidad de acetilar H3 nucleosomal mostrada por HAT
A4-II, que contrasta con la descrita para SAGA [60]
3.3.2.2. Los complejos A4-I y II poseen una especificidad por las
lisinas de H3 parecida pero no ide´ntica
Para caracterizar la especificidad de los complejos A4-I y II frente a varios
residuos de la histona H3, se realizo´ un ensayo HAT con los concentrados de
ambos picos (ver seccio´n 3.3.2.1) empleando histonas libres como sustrato. Las
histonas ası´ acetiladas fueron resueltas mediante electroforesis y se usaron los
anticuerpos especı´ficos contra lisinas acetiladas de la histona H3 (α-H3K9ac,
α-H3K14ac y α-H3K9acK18ac) para determinar que´ posiciones acetilaban prin-
cipalmente ambos complejos. Como se observa en la fig. 3.9, la histona H3 ex-
traı´da de eritrocito de pollo contiene un nivel de acetilacio´n significativo en las
posiciones analizadas, incluso cuando no se ha incubado en presencia de com-
plejos HAT. No obstante, la incubacio´n de este sustrato con los complejos A4-I o
II incrementa sensiblemente, y de forma parecida, la acetilacio´n de las lisinas 9
y 14 de H3. En cuanto al anticuerpo α-K9acK18acH3, e´ste permitio´ detectar una
diferencia notable en la sen˜al de los sustratos acetilados por los dos complejos,
indicando que el complejo A4-II acetila con mayor intensidad la posicio´n 18 de
H3 que el complejo A4-I.
Figura 3.9. Especificidad de los picos de actividad HAT A4-I y A4-II frente a di-
versas posiciones acetilables de H3. Las mismas fracciones concentradas de los picos
A4-I y A4-II empleadas en la fig. 3.8 fueron ensayadas frente a histonas libres y Acetil
CoA. El producto de la reaccio´n fue resuelto por electroforesis en un gel del 16 % de
poliacrilamida, transferido a nitrocelulosa y sometido a western-blotting con el uso de
α-H3K9ac, α-H3K14ac y α-H3K9acK18ac de Upstate segu´n las instrucciones suminis-
tradas por el fabricante.
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En resumen, A4-I y II son capaces de acetilar la histona H3 libre en las po-
siciones 9 y 14 con la misma intensidad, y A4-II puede acetilar la lisina 18 ma´s
fuertemente que A4-I. Este u´ltimo dato corrobora la diferente identidad de ambos
complejos. Se ha descrito que el complejo SAGA purificado acetila preferente-
mente las lisinas 14 y 18, y en menor medida las lisinas 9 y 23, de la histona
H3 [179]. Asimismo, Gcn5p, la subunidad catalı´tica de SAGA y SALSA/SLIK,
muestra preferencia por las lisinas 14, 9 y 18 in vitro [213], y probablemente por
la 9, 14 y 27 de H3 in vivo [189]. Todo ello, junto a lo descrito en el apartado
anterior apoya la hipo´tesis de que A4-II pueda ser identificado como SAGA, o
quiza´s SALSA/SLIK. Por otro lado, el complejo NuA3 ha sido caracterizado por
su preferencia por la lisina 14 de H3 [79]. Aunque estos datos sugieran que A4-I
pueda corresponder a NuA3, los resultados sobre masa molecular del apartado
anterior no permiten establecer esta equivalencia.
3.3.3. Actividades HAT dependientes de SAS3
De los resultados descritos en cuanto a masa molecular, especificidad de sus-
trato y elucio´n en cromatografı´a de intercambio anio´nico, se desprende que los
complejos A4-I y A4-II poseen homologı´a con complejos descritos por otros
autores dependientes de Sas3p y Gcn5p. Con el fin de averiguar si el complejo
A4-I o el II, poseen como subunidad catalı´tica a la proteı´na Sas3, se analizo´ el
contenido en actividad HAT de mutantes sas3∆ y sas3∆hat1∆.
Los perfiles cromatogra´ficos y de actividad HAT con histonas libres o ensam-
bladas en nucleosomas (de eritrocito de pollo en ambos casos) fueron obtenidos
para las cepas mutantes sas3∆ y sas3∆hat1∆. El ana´lisis en las fluorografı´as de
la incorporacio´n de grupos acetilo en cada una de las histonas, permite detec-
tar una disminucio´n sensible de la intensidad de la acetilacio´n sobre H3 libre
(fig. 3.10A), respecto a una cepa silvestre (fig. 3.6A) en la zona de elucio´n de
A4-I. Esto sugiere que el pico A4-I esta´ formado por al menos una HAT ma´s,
que junto con Sas3p, contribuye a la actividad acetilante sobre H3 libre. Este
mismo complejo parece depender absolutamente de Sas3p para su capacidad de
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Figura 3.10. Ana´lisis de las actividades HAT en cepas mutantes sas3∆ (BQS1033) y
sas3∆ hat1∆ (BQS1176). Los extractos de las cepas mutantes fueron fraccionados me-
diante una cromatografı´a sobre Q Sepharose. Se muestran los fluorogramas obtenidos
tras resolver mediante electroforesis las histonas marcadas en el ensayo y se indica el
nu´mero de la fraccio´n, las posiciones de las histonas H3, H2A y H4 y el lugar de la elu-
cio´n de los complejos B, A4-I y A4-II. (A) Fluorogramas del ensayo HAT con histonas
libres y oligonucleosomas de las fracciones de Q Sepharose (gradiente salino de 80 a
500 mM) para una cepa sas3∆. (B) Fluorogramas del ensayo HAT con histonas libres y
oligonucleosomas de las fracciones de Q Sepharose (gradiente salino de 80 a 400 mM)
para una cepa sas3∆ hat1∆.
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acetilar H3 nucleosomal, ya que tanto en el simple mutante sas3∆ como en el do-
ble sas3∆hat1∆ no aparece sen˜al alguna en su zona de elucio´n cuando se utiliza
este tipo de sustrato. Estos resultados indican que A4-I debe estar compuesto por
ma´s de una actividad, siendo Sas3p la subunidad catalı´tica de una de ellas. Ası´,
Sas3p formarı´a parte de una de las actividades que eluyen en la zona de A4-I,
capacitada para acetilar H3 libre y nucleosomal. La otra (u otras) actividad no
serı´a dependiente de SAS3 y en nuestras condiciones de ensayo acetiları´a H3 (y
probablemente H4) libre.
Por otro lado la caracterizacio´n del complejo A4-II respecto a su actividad
hacia nucleosomas en ausencia de Sas3p es ambigua. La pe´rdida de Sas3p no
afecta a su capacidad de acetilar histona libre, pero sı´ a la nucleosomal (fig. 3.10).
Esto podrı´a estar causado por una posible labilidad de la actividad de este com-
plejo sobre nucleosomas, o bien por la intervencio´n de Sas3p en esta actividad
nucleosomal. En todo caso, dada la escasa actividad que ejerce el complejo A4-
II sobre histonas nucleosomales no podemos concluir que Sas3p forme parte de
este complejo.
Con objeto de confirmar que Sas3p forma parte de la actividad HAT presente
en A4-I, se construyo´ una cepa con la proteı´na Sas3 etiquetada en su extremo
carboxilo terminal con 6 epı´topos HA consecutivos y adema´s en esta ocasio´n
se deleciono´ el locus cromoso´mico de GCN5. Previamente se habı´a demostrado
que el etiquetado de la proteı´na Sas3 no producı´a ningu´n fenotipo detectable. En
la fig. 3.11C se observa la presencia de Sas3p en las mismas fracciones en las
que eluye el complejo A4-I (fig. 3.11B). Por otro lado, cabe resaltar la escasa
actividad HAT sobre H3 libre que se observa en la zona donde normalmente
eluye el complejo A4-II en la cepa SAS3-HA6 gcn5∆. ´Esto parece indicar que
Gcn5p pueda participar en este complejo (ve´ase apartado 3.3.4).
Nuestros resultados muestran, pues, que Sas3p forma parte del complejo
HAT A4-I. Esto se ha probado tanto por la disminucio´n de la actividad HAT so-
bre H3 libre y nucleosomal en mutantes sas3∆, como por la deteccio´n de Sas3p
en la regio´n del gradiente de Q Sepharose donde eluye A4-I. Sin embargo, la
actividad A4-I parece solapar con otra actividad que tambie´n actuarı´a sobre his-
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Figura 3.11. Sas3p coeluye con el pico de actividad HAT A4-I en ausencia de
Gcn5p. Se preparo´ el extracto a partir de la cepa SAS3-HA6 gcn5∆ (BQS1339), y se
fracciono´ como en la fig. 3.10 con un gradiente salino de 80 a 500 mM. (A) Fluorograma
del ensayo HAT con histonas libres de las fracciones de Q Sepharose de BQS1339 y (B)
el correspondiente densitometrado de la sen˜al sobre la histona H3 y H4. (C) Se aplicaron
8 µL de fracciones de Q Sepharose procedentes de BQS1339 en un gel del 8 % de polia-
crilamida, las proteı´nas se separaron por SDS-PAGE y tras transferencia a membrana de
nitrocelulosa la presencia de Sas3-HA6 fue determinada mediante western-blotting con
α-HA 12CA5.
tonas libres, aunque no sobre nucleosomas (fig. 3.10A y B), al menos en las
condiciones utilizadas.
3.3.3.1. Estudio de componentes del complejo dependiente de Sas3p
mediante TAP
Con el objetivo de identificar nuevos componentes del complejo dependiente
de Sas3p HAT A4-I, aplicamos la te´cnica TAP. Dado que otros autores habı´an
identificado como componentes del complejo NuA3 (ver pa´g. 64) las proteı´nas
Sas3, Yng1 y Taf14 [74, 79], purificamos las tres proteı´nas mediante cromato-
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grafı´as de afinidad en ta´ndem.
En primer lugar se comprobo´ por western-blotting la expresio´n de cada una
de ellas con la fusio´n TAP. La proteı´na Taf14 resulto´ ser la ma´s abundante, se-
guida de Yng1 y Sas3 (fig. 3.12A y B).
Figura 3.12. Niveles de expresio´n de Sas3-TAP, Yng1-TAP y Taf14-TAP. Ana´lisis
por western-blotting de la expresio´n de proteı´nas fusionadas a TAP utilizando α-PAP
a partir de extractos totales de las cepas indicadas. (A) Tincio´n con Ponceau tras la
electrotransferencia. (B) Revelado quimioluminiscente.
Taf14p copurifica con componentes del complejo TFIIF
La proteı´na Taf14 es componente de cinco complejos distintos en S. cerevi-
siae: los factores generales TFIID y TFIIF, los complejos remodeladores RSC e
INO80 y por u´ltimo NuA3 [214]. Debido a su abundancia, la purificacio´n TAP
de Taf14p fue realizada a partir de so´lo 14 g de ce´lulas (2 L cultivo, DO600 2.5),
siendo cada una de las etapas analizada mediante western-blotting para detectar
la cantidad de proteı´na etiquetada recuperada en cada una de ellas (fig. 3.13).
Taf14p es detectada en los eluidos en condiciones nativas, aunque la elucio´n con
SDS muestra que parte de ella quedo´ retenida en la resina (fig. 3.13, carrera 11).
Tambie´n fue llevada a cabo una purificacio´n TAP de la cepa silvestre, que no
expresa ninguna proteı´na con fusio´n TAP, como control negativo.
Tras la elucio´n de la resina de calmodulina, las muestras fueron aplicadas
a un gel de tricina-SDS y sometidas a electroforesis. El gel ten˜ido con Cooma-
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Figura 3.13. Seguimiento de la purificacio´n TAP de Taf14p por western-blotting
con α-TAP. El extracto sometido a purificacio´n se preparo´ con tampo´n B1. Las carreras
mostradas corresponden a: 1, extracto; 2, no retenido de IgG-Sepharose; 3, eluido con
SDS de resina IgG-Sepharose; 4, digerido con proteasa TEV; 5, no retenido de CaM-
agarosa; 6-11, los 5 eluidos con EGTA y el u´ltimo con SDS, y 12, extracto total de
Taf14-TAP.
sie u´nicamente revela una tenue banda correspondiente a Taf14p en los eluidos
nativos (con EGTA). Sin embargo en la carrera correspondiente al eluido desna-
turalizado (con SDS) se observan 3 bandas mayoritarias, que junto con otras 5
bandas minoritarias fueron recortadas, sometidas a digestio´n con tripsina y ana-
lizadas por espectrometrı´a de masas (ve´ase figura en tabla 3.5).
Las condiciones de extraccio´n esta´ndar permiten identificar las tres proteı´nas
de las bandas mayoritarias como Tfg1, Tfg2 y Taf14/Tfg3 (tabla 3.5). Estas pro-
teı´nas son los componentes del complejo TFIIF [215]. Este factor general de
la transcripcio´n permite el reclutamiento de la RNA polimerasa II al complejo
DNA-TBP-TFIIB unido al promotor, de modo que disminuye su afinidad por
DNA no especı´fico, promueve el posterior reclutamiento de TFIIE y TFIIH, y
adema´s facilita la elongacio´n por la RNA polimerasa [216]. Tambie´n se identifi-
can Nop1 y Nop4, que son proteı´nas nucleolares implicadas en el procesamiento
del pre-RNA.
La deteccio´n de Hir2p como proteı´na asociada a Taf14p resulta de especial
relevancia puesto que no se ha hallado asociada a ninguno de los cinco com-
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Tabla 3.5. Resultados de MALDI-TOF para el eluido final en presencia de SDS de
la purificacio´n de Taf14-TAP. Se muestran las bandas del gel de tricina-SDS ten˜ido
con Coomassie del que se escindieron las bandas para el ana´lisis MALDI-TOF. Las
proteı´nas identificadas a partir de una u´nica banda se sen˜alan entre llaves con el nu´mero
de la banda correspondiente.
Banda MM (kDa) Proteı´na
1 82.3 Tfg1
2 } 98.4 Hir2 }
2 77.8 Nop4
3 } 64.3 Pab1 }
3 66.6 Ssb1
3 66.6 Ssb2
4 46.6 Tfg2
5 } 43.7 Rpl3 }
5 39.1 Rpl4a
5 39.1 Rpl4b
6 } 39.1 Rpl4a }
6 39.1 Rpl4b
7 34.5 Nop1
8 27.4 Taf14
plejos con los que interacciona Taf14p previamente descritos [214]. Hir2 es un
correpresor transcripcional que regula la transcripcio´n de las histonas e inter-
acciona con las histonas H3 y H4, adema´s de con el complejo remodelador
SWI/SNF [217, 218]. Asimismo recientemente se ha descrito que Hir2p parti-
cipa en el complejo correpresor HIR, junto con Hir1p, Hir3p y Hpc2p [219].
Las proteı´nas ribosomales Rpl4a, Rpl4b y Rpl3, ası´ como las carabinas mo-
leculares Ssb1 y Ssb2 (miembros de la subfamilia SSB de proteı´nas HSP70 ci-
toplasma´ticas), se suelen considerar contaminantes en este tipo de experimen-
tos [192, 195]. En este sentido, cabe destacar que en el control negativo realizado
con la cepa silvestre sin etiquetar tambie´n se detectan como proteı´nas de fondo
Ssb1, Ssb2, Pab1 y alguna de las proteı´nas ribosomales.
Los resultados obtenidos corroboran estudios realizados previamente por
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otros autores sobre la identidad estructural del complejo TFIIF, del que formarı´an
parte Tfg1, Tfg2 y Taf14/Tfg3 [215]. A esto cabe an˜adir la deteccio´n de la inter-
accio´n in vivo entre las proteı´nas Taf14 e Hir2, lo que sugiere que este correpresor
pueda encontrarse en alguno de los complejos en los que participa Taf14p. Sin
embargo, las proteı´nas identificadas no parecen tener una conexio´n clara con el
complejo A4-I. Con objeto de intentar conseguir condiciones ma´s favorables pa-
ra la estabilidad de los complejos y utilizar condiciones similares a las de otros
me´todos de extraccio´n especı´ficos de HATs [171], se procedio´ a modificar las
condiciones de extraccio´n (fuerza io´nica y concentracio´n de glicerol).
Identificacio´n de proteı´nas que interaccionan con Sas3, Taf14 e Yng1
Cuando se empleo´ una concentracio´n salina de 350 mM y una concentracio´n
del 10 % en glicerol en el tampo´n de extraccio´n (B2) para las purificaciones de
las tres proteı´nas etiquetadas, se obtienen resultados distintos para la purificacio´n
TAP de Taf14p. En esta purificacio´n se emplearon 8.7 g de ce´lulas de la cepa sil-
vestre, 30.6 g de la cepa Sas3-TAP, 5.3 g de Taf14-TAP y 22.3 g de Yng1-TAP.
Las proteı´nas eluidas de la resina de calmodulina fueron separadas por elec-
troforesis (fig. 3.14). El ana´lisis por MALDI-TOF de las bandas mayoritarias
correspondientes a los eluidos 2 y 3 (E2+E3) no permitio´ identificar las pro-
teı´nas presentes en las mismas, por lo que las carreras que contenı´an los eluidos
desnaturalizados fueron divididas en 4 regiones que se analizaron independien-
temente por LC-MS/MS. Esta estrategia presenta la ventaja de que no elimina
proteı´nas en bandas poco intensas o minoritarias. Posteriormente los datos pro-
cedentes de las cuatro regiones fueron reunidos para simplificar el ana´lisis de
los resultados. De las proteı´nas identificadas se eliminaron las que comu´nmente
se consideran contaminantes en este tipo de ana´lisis [192, 194, 195], incluidas
las proteı´nas ribosomales y aquellas que se identificaron en la muestra control
de la cepa silvestre. Los datos de espectrometrı´a de masas permiten detectar 47
proteı´nas que copurifican con Sas3, 58 con Taf14 y 24 con Yng1.
En la tabla 3.6 se recogen las proteı´nas detectadas con so´lo una de las tres
proteı´nas etiquetadas. En lo que respecta a Taf14p, adema´s de Tfg1 y Tfg2
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Figura 3.14. Purificacio´n TAP de Sas3p, Taf14p e Yng1p. Una alı´cuota de digerido
con TEV y todo el volumen de las eluciones de la resina de calmodulina fueron aplicados
en un gel de tricina-SDS al 12 %. Las muestras corresponden a: D, digerido con proteasa
TEV; E1-E5, eluidos con EGTA (nativos), y ESDS, eluido con SDS (desnaturalizado).
(TFIIF), se identificaron componentes de otros tres complejos con los que es-
ta proteı´na interacciona: de la RNA polimerasa II (Rpo21, Rpb2, Rpb5, Rpb9 y
Rpb11), de INO80 (Rbv11 y Rbv2) y de SWI/SNF (Swi1, Swi3, Swp82, Snf2,
Snf5 y Snf6) (tabla 3.6). La obtencio´n de 5 subunidades de la RNA polimerasa
II copurificadas mediante TAP con Taf14p, sugiere una interaccio´n estable entre
TFIIF y la RNA polimerasa. Otro aspecto interesante es que Swp82p, asociada
a Taf14-TAP segu´n nuestros resultados (tabla 3.6), tambie´n se ha hallado aso-
ciada a las proteı´nas Swi1, Swi3, Snf5, Arp7 y Arp9 etiquetadas [192], lo que
estarı´a de acuerdo con su pertenencia al complejo SWI/SNF. Tambie´n es des-
tacable la presencia de Spt5 entre las proteı´nas con las que interacciona Taf14
(tabla 3.6). Spt5, junto con Spt4, forma un complejo que media la activacio´n y la
inhibicio´n de la elongacio´n transcripcional, que se ha sugerido intervendrı´a en la
sen˜alizacio´n de la ruta Ras/PKA transduciendo la sen˜al para actuar a nivel de la
elongacio´n [220].
1Eliminado por aparecer en la lista de contaminantes comunes [192].
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De especial relevancia resulta la presencia de la proteı´na Ylr455w entre las
que copurifican mediante TAP con Sas3p (tabla 3.6). Esta proteı´na tambie´n in-
teracciona con Sas3p, Yng1p y Nto1p2 segu´n un estudio de las interacciones
globales entre las proteı´nas de S. cerevisiae [195]. El hecho de que 13 de las
proteı´nas descritas en ese estudio que interaccionan con Ylr455w [195] (Fun12,
Nop1, Has1, Nop58, Puf6, Ebp2, Stm1, Rpa49, Sas3, Kre33, Nip1 y Nop12)
tambie´n aparezcan en nuestro rastreo de componentes del complejo A4-I, su-
giere que esta proteı´na podrı´a formar parte del complejo, o bien de un mo´dulo
asociado (tablas 3.6, 3.7 y 3.8). Por otro lado, el dominio PWWP de tipo Tudor
que contiene Ylr455w podrı´a permitir su unio´n a DNA.
En la tabla 3.7 se muestran las proteı´nas que copurifican en TAP con dos
de las proteı´nas etiquetadas (Sas3p, Taf14p e Yng1p). En lo que respecta a pro-
teı´nas que pudieran pertenecer al complejo A4-I, destaca la presencia de Nto1p
entre las proteı´nas copurificadas con Sas3p e Yng1p. Esta proteı´na fue introdu-
cida en 2003 en el portal web SGD (http://www.yeastgenome.org) como pro-
teı´na requerida para la integridad del complejo NuA3 (L. Howe, J.L. Workman,
comunicacio´n personal), y recibe su nombre por su posible pertenencia a este
complejo (NuA Three ORF 1). Adema´s, uno de los trabajos globales de iden-
tificacio´n de complejos de levadura tambie´n ha detectado la interaccio´n entre
Sas3p y Nto1p [195]. Todos estos datos respaldan la interaccio´n estable de Nto1p
con el complejo. Es interesante resen˜ar que Nto1p contiene un motivo Epc-N
(Enhancer of the Polycomb N-terminus), consistente en un haz de cuatro he´li-
ces ortogonales a derechas que contiene un motivo PHD (Plant HomeoDomain)
capaz de unir dos cationes Zn2+ [221]. Este dominio se halla en proteı´nas nu-
cleares y se piensa que interviene en la regulacio´n epigene´tica. Todos estos datos
apuntan a que Nto1p sea una subunidad del complejo A4-I.
Tambie´n se copurifico´ la subunidad A49 de la RNA polimerasa I (Rpa49) con
Sas3-TAP y Taf14-TAP (tabla 3.7), lo cual sugiere algu´n tipo de conexio´n con
el proceso de sı´ntesis de rRNA. Es interesante que en el trabajo de interacciones
globales mencionado anteriormente [195], tambie´n se detecte una interaccio´n
entre Rpa49p e Ylr455wp.
2Como se vera´ ma´s tarde esta proteı´na copurifica en TAP con Sas3p e Yng1p en nuestro trabajo.
3.3.3 Actividades HAT dependientes de SAS3 119
Tabla 3.6. Proteı´nas que u´nicamente han sido purificadas con una de las tres pro-
teı´nas etiquetadas. Se incluyen las proteı´nas que u´nicamente se han identificado en una
de las tres purificaciones (Sas3-TAP (BQS1345), Taf14-TAP (BQS1346) o Yng1-TAP
(BQS1347)) en los eluidos desnaturalizados (SDS). Se han eliminado las proteı´nas que
aparecen en la purificacio´n control de la cepa silvestre (BMA64-1A), y las contaminan-
tes frecuentes que describen los trabajos que han identificado complejos de levadura a
gran escala utilizando TAP [192, 195, 194]. Las proteı´nas se encuentran ordenadas por
la puntuacio´n obtenida mediante el algoritmo MASCOT [212], de modo que una mayor
puntuacio´n implica mayor probabilidad de identificacio´n correcta.
Sas3-TAP Taf14-TAP Yng1-TAP
Cct8 Bfr2 Swi3 Rlp7 Pbp4
Err3 Kre33 Rbv2 Adh5 Yng1
Hef3 Mkt1 Por1 Dbp1 Sec53
Drs1 Erg13 Arp7 Rpb3 Tma19
Nop12 Puf6 Mnp1 Aac1 Atp1
Pyk2 Dps1 Rpb9 Spt5 Rfs1
Tfp1 Tif35 Crh1 Nop58 Mss116
Bmh1 Atg27 Rpb11 Ecm33 Gus1
Hem15 - Hrp1 Atp2 Urp1
Ssa3 - Img2 Swp82 Sam1
Ses1 - Yef3 Rpb2 -
Npl3 - Snf6 Snf5 -
Sup45 - Swi1 Snf2 -
Has1 - Cit1 Pma2 -
Grs1 - Rpb5 Tfg1 -
Kap123 - Ebp2 Tfg2 -
Nip1 - Snf12 Ecm1 -
Ylr455w - Taf14 Err1 -
Yhm2 - Rpo21 - -
Asc1 - Nop1 - -
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Tabla 3.7. Proteı´nas que copurifican con dos de las proteı´nas etiquetadas. Se inclu-
yen las proteı´nas identificadas simulta´neamente en dos de las purificaciones de las tres
proteı´nas (Sas3p (BQS1345), Taf14p (BQS1346) e Yng1 (BQS1347)). Los datos han
sido filtrados como en la tabla 3.6.
Sas3-TAP/Taf14-TAP Taf14-TAP/Yng1-TAP Sas3-TAP/Yng1-TAP
Tma46 Cdc33 Dbp2
Nop14 Pdc6 Nto1
Nsr1 - Pfk2
Ths1 - Mpg1
Atp7 - -
Tif34 - -
Arp9 - -
Rpa49 - -
Pet9 - -
Gcd11 - -
Yhb1 - -
Tabla 3.8. Proteı´nas que copurifican con las tres proteı´nas etiquetadas. Se inclu-
yen las proteı´nas identificadas en los eluidos SDS de las cepas BQS1345 (Sas3-TAP),
BQS1346 (Taf14-TAP) y BQS1347 (Yng1-TAP). Los datos han sido filtrados como en
la tabla 3.6.
Sas3-TAP/Taf14-TAP/Yng1-TAP
Fas2
Krs1
Ded81
Sas3
Pdc5
Ens1
Fun12
Stm1a
aContaminante segu´n [195].
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Entre las proteı´nas identificadas en las tres purificaciones se encuentra Sas3
(ver tabla 3.8). Esto corrobora la interaccio´n de Sas3p con las proteı´nas Taf14 e
Yng1, como componentes de NuA3 [74, 79], y sugiere que son compan˜eras de
Sas3 en el complejo A4-I. Que Taf14p e Yng1p no hayan sido halladas en las
purificaciones de las otras proteı´nas no puede explicarse fa´cilmente. En cuanto
al resto de proteı´nas que coeluyen con los tres componentes conocidos de NuA3
(tabla 3.8), la mayor parte esta´n implicadas en procesos de traduccio´n (Ded81,
Ens1, Fun12 y Krs1) y dos de ellas son enzimas del metabolismo (Pdc5 y Fas2).
A pesar de que Stm1 ha sido catalogada como contaminante [195], hemos con-
siderado apropiado incluirla, dado que es una proteı´na que se asocia al ribosoma
y a elementos subtelome´ricos Y’ [222], y posee una homologı´a parcial de se-
cuencia con la histona H1 [223]. Stm1 se caracteriza por unirse a motivos de
purina en triple he´lice y a cua´druplex G4 de a´cidos nucleicos, lo que ha hecho
que se proponga un papel para esta proteı´na en mitosis [224]. La asociacio´n de
Stm1 a heterocromatina telome´rica podrı´a, por tanto, relacionarse con la fun-
cio´n silenciadora de Sas3 [68]. Por otro lado, segu´n el estudio a gran escala de
interacciones proteı´na-proteı´na realizado recientemente [195], Stm1p tambie´n
interacciona con Eaf7p (componente del complejo HAT NuA4) y Hat1p (HAT
B), lo que podrı´a indicar una posible funcio´n de puente entre distintos complejos
modificadores de la cromatina.
Con vistas a la optimizacio´n de la purificacio´n del complejo HAT dependien-
te de Sas3p en condiciones nativas, tambie´n se han utilizado perlas magne´ticas
acopladas a calmodulina en la segunda cromatografı´a de afinidad. Este proce-
dimiemto permite la elucio´n completa de Sas3p con EGTA. Sin embargo, los
ana´lisis de espectrometrı´a de masas no identifican otras proteı´nas acompan˜antes
de Sas3 que no se hubieran descrito previamente como contaminantes.
En resumen, el conjunto de datos obtenidos a partir de los eluidos con SDS, y
de acuerdo con trabajos publicados recientemente [194, 195], sugiere la existen-
cia de un complejo HAT formado por Sas3p, Taf14p, Yng1p, Nto1p e Ylr455wp.
Segu´n la suma de las masas moleculares de estas proteı´nas, el complejo formado
tendrı´a una masa global de 270 kDa, ligeramente superior a los 200 kDa determi-
nados por filtracio´n en gel. No obstante, debido a la inexactitud inherente a esta
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te´cnica, el taman˜o del complejo formado por las cinco proteı´nas podrı´a estar den-
tro del rango de error de la filtracio´n en gel. En cualquier caso, la confirmacio´n
de las proteı´nas identificadas (tablas 3.6, 3.7 y 3.8) como posibles componentes
de nuestro complejo requerirı´a de estudios adicionales.
3.3.4. Actividades HAT dependientes de GCN5
Ası´ como Sas3p so´lo ha sido identificada como integrante del complejo
NuA3, y en el presente trabajo de A4-I, Gcn5p ha sido descrita como la sub-
unidad catalı´tica de cuatro complejos distintos: ADA, HAT A2, SALSA/SLIK y
SAGA [60, 169, 61, 62]. Mediante el sistema de purificacio´n empleado en nues-
tro laboratorio se ha identificado tan solo uno de ellos, HAT A2 [169], por lo que
resulta probable que las actividades residuales de los complejos A4-I o A4-II en
un mutante sas3∆, puedan depender de GCN5. Para averiguar si la actividad de
A4-I o II mostraban una dependencia respecto de GCN5, se analizaron las activi-
dades HAT de cepas mutantes gcn5∆. Cuando se compara la actividad HAT sobre
histonas libres obtenida tras el fraccionamiento de extractos de levadura de la ce-
pa mutante gcn5∆ (BQS1181) (fig. 3.15A) con la silvestre (BY4742) (fig. 3.5B
en pa´g. 67) se observa una dra´stica disminucio´n de la acetilacio´n de la histona
H3, desapareciendo por completo de la zona de elucio´n del complejo HAT A2
(de acuerdo con resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio [169]),
ası´ como en la zona de elucio´n del complejo A4-II.
Como era de esperar, en la zona del complejo A4-I se mantiene una activi-
dad acetilante de H3, ejercida por Sas3p, si bien parece detectarse una pequen˜a
disminucio´n en la intensidad de la marca comparando con la cepa silvestre. En la
fig. 3.15B se muestra el ana´lisis fluorogra´fico del mismo mutante, pero utilizando
en este caso nucleosomas como sustrato. Como se puede observar, el resultado
es similar al obtenido con histonas libres. De nuevo se detecta una pe´rdida de
acetilacio´n de H3 por parte de los complejos HAT A2 y A4-II, mantenie´ndose la
del complejo A4-I. Estos resultados indican que Gcn5p es la subunidad catalı´ti-
ca, no so´lo del complejo HAT A2 previamente descrito [169], sino tambie´n del
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Figura 3.15. Ana´lisis de actividades HAT en una cepa gcn5∆ (BQS1181).
(A) Fluorograma del ensayo HAT con fracciones de Q Sepharose del extracto de una ce-
pa gcn5∆ empleando histonas libres, junto con el densitometrado de la marca radiactiva
sobre las histonas H3 y H4. (B) Fluorograma del ensayo HAT con las mismas fracciones
que en A, pero usando oligonucleosomas como sustrato, y el correspondiente densito-
metrado de H3 y H4.
HAT A4-II identificado en el presente trabajo.
Con el objeto de confirmar la presencia de Gcn5p en el complejo A-II, se
realizo´ un fraccionamiento de una cepa con la proteı´na Gcn5p etiquetada en su
extremo carboxilo terminal. La fig. 3.16A muestra el ensayo con histonas li-
bres obtenido para el fraccionamiento de la cepa con esta proteı´na etiquetada.
Se puede observar la intensa incorporacio´n de radiactividad sobre la histona H3
producida en las zonas de elucio´n de los complejos A2, A4-I y A4-II, lo que
dificulta en esta ocasio´n la separacio´n de estas actividades, sobre todo de las dos
u´ltimas. En todo caso, la tambie´n intensa sen˜al obtenida sobre H4, centrada en
la fraccio´n 28, y producida por el complejo HAT B, puede servir de referencia
para posicionar los complejos A4-I y A4-II. Esto se debe a que el complejo HAT
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A4-I de forma reproducible eluye ligeramente antes que HAT B, y el A4-II li-
geramente despue´s (fig. 3.10 como ejemplo). De esta forma determinamos que
la zona de elucio´n del complejo A4-I esta´ centrada en las fracciones 25-26, y
la del complejo A4-II en las fracciones 31-32. La inmunodeteccio´n de Gcn5p
(fig. 3.16B) muestra que esta proteı´na esta´ presente en el complejo A2 (como era
de esperar), ası´ como en los dos complejos identificados en este trabajo: A4-I y
A4-II. La elucio´n de Gcn5p en las fracciones correspondientes al complejo A4-
II confirman los datos obtenidos con la cepa mutante gcn5∆, concluye´ndose que
esta proteı´na es la subunidad catalı´tica del complejo A4-II. La elucio´n de Gcn5p
en las fracciones donde se encuentra el complejo A4-I (fig. 3.16B) indicarı´an
que en la zona de elucio´n de ese complejo coexisitirı´an dos actividades HAT di-
ferentes, una dependiente de Sas3p (A4-I), ya analizada en apartados anteriores,
y otra dependiente de Gcn5p, que pasamos a denominar A4-I-Gcn5-dep. La pre-
sencia de este nuevo complejo explicarı´a que la actividad HAT de A4-I en las
cepas sas3∆ mostrada anteriormente disminuya pero no desaparezca totalmente
(figs. 3.10A y B). La presencia de Gcn5p en los dos complejos sugiere que estos
podrı´an poseer caracterı´sticas coincidentes con SAGA y SALSA/SLIK, compar-
tiendo subunidades al menos parcialmente. Por tanto nos planteamos identificar
mediante western-blotting, proteı´nas cuya pertenencia exclusiva a SAGA y SAL-
SA/SLIK hubiera sido establecida previamente.
La proteı´na Spt7 en su forma completa ha sido descrita como componente
de SAGA [60], mientras que en el complejo SALSA/SLIK [61] se ha hallado
una variante de Spt7 truncada en su extremo carboxilo terminal [62]. La proteı´na
Spt7 de longitud completa posee una masa molecular de 152.6 kDa, mientras
que la proteı´na purificada en el complejo SALSA/SLIK tiene una masa aparente
de aproximadamente 130 kDa. Por otro lado, Rtg2p u´nicamente se ha detectado
formando parte de SALSA/SLIK [62]. En la fig. 3.17 se muestran las fluoro-
grafı´as obtenidas, ası´ como la inmunodeteccio´n de las proteı´nas etiquetadas en
las cepas de levadura BQS1209 (Spt7-HA6) y BQS1334 (Rtg2-HA6). Se puede
apreciar que la proteı´na Spt7 completa eluye en la regio´n del complejo A4-II
(fig. 3.17A). Por otro lado, la proteı´na Rtg2, caracterı´stica del complejo SAL-
SA/SLIK [61], eluye de forma coincidente con el complejo A2 (fracciones 19
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Figura 3.16. Gcn5p coeluye con los complejos HAT A2, A4-I y A4-II.
(A) Fluorograma del ensayo HAT con histonas libres del fraccionamiento de un extracto
de GCN5-HA6 (BQS1340) realizado de igual modo que en la fig. 3.11A. (B) Inmunode-
teccio´n de Gcn5 etiquetada en las fracciones mostradas en A.
a 24), A4-I (fracciones 28 a 31) y, aunque menos visible, A4-II (fracciones 33
a 35) (fig. 3.17B). Estos resultados sugieren que el complejo denominado A4-I-
Gcn5-dep podrı´a compartir con el complejo SALSA/SLIK la subunidad catalı´ti-
ca Gcn5p y la proteı´na Rtg2, y Spt7p en su versio´n truncada. Por su parte, el com-
plejo A4-II coincidirı´a con SAGA en cuanto a subunidad catalı´tica (Gcn5p), y en
la subunidad Spt7 completa. Ambos complejos A4-I-Gcn5-dep y A4-II presen-
tan adema´s la misma especificidad por la histona H3 que los complejos SAGA
y SALSA/SLIK [60, 61]. No obstante, segu´n nuestros datos, la proteı´na Rtg2 no
formarı´a parte de forma exclusiva del complejo SALSA/SLIK, sino que tambie´n
acompan˜arı´a a Gcn5p en el complejo HAT A2 y probablemente en A4-II.
En suma, nuestros datos apuntan a que el complejo A4-I estarı´a formado por
Sas3p como subunidad catalı´tica, y podrı´an acompan˜arla Taf14, Yng1, Nto1 e
Ylr455w. Este complejo presentarı´a algunas caracterı´sticas comunes con el com-
plejo NuA3 previamente descrito [74], si bien algunas de las proteı´nas identifica-
das mediante TAP como componentes putativos de este complejo, no habı´an sido
identificadas anteriormente. El complejo A4-I-Gcn5-dep coeluye con el com-
plejo A4-I, y sus caracterı´siticas son coincidentes con las del complejo SAL-
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Figura 3.17. Inmunodeteccio´n de Spt7-HA6 (BQS1209) y Rtg2-HA6 (BQS1334)
en el gradiente salino de una cromatografı´a Q Sepharose. Los extractos de las cepas
correspondientes fueron fraccionados como se describe en los apartados 3.2.7.1 y 3.2.7.2
en un gradiente salino de 80-500 mM. (A) Acetilacio´n de histonas libres por las fraccio-
nes de Q Sepharose de Spt7-HA6. El ensayo HAT fue efectuado como se describe en el
apartado 3.2.8.2. Se muestra el fluorograma correspondiente. Alı´cuotas de las fracciones
fueron separadas por electroforesis, y la presencia de Spt7 etiquetada fue determinada
mediante western-blotting (ver apartado 3.2.10) como aparece en el panel inferior. (B)
Se muestra el fluorograma y la deteccio´n de la proteı´na etiquetada como en A, pero para
Rtg2-HA6 separada mediante Resource Q.
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SA/SLIK, excepto en que A4-I-Gcn5-dep muestra muy escasa o nula capacidad
de acetilar H3 en forma nucleosomal. Finalmente el complejo A4-II muestra al-
gunas propiedades semejantes a las del complejo SAGA (masa molecular, espe-
cificidad, dependencia de Gcn5p y presencia de la proteı´na Spt7 completa). Sin
embargo, A4-II parece incluir tambie´n a la proteı´na Rtg2, lo cual lo diferenciarı´a
del complejo SAGA. En todo caso, el complejo A4-II descrito en el presente
trabajo muestra una escasa actividad HAT cuando se utilizan nucleosomas como
sustrato, mientras que SAGA se caracteriza por acetilar intensamente H3 en for-
ma nucleosomal [179], por lo que parece muy probable que ambos complejos no
sean ide´nticos.
3.3.5. Actividad HAT dependiente de ESA1
Los resultados obtenidos con los diferentes mutantes en actividades HAT de
levadura que se han analizado en apartados anteriores, permiten descartar que
HAT A1 sea dependiente de las proteı´nas Gcn5p, Sas3p o Hat1p (fig. 3.10 en
pa´g. 110, fig. 3.7 en 105 y fig. 3.15 en pa´g. 123). El complejo HAT A1 pre-
viamente descrito [175] acetila principalmente H4 y H2A cuando se ensaya con
histonas libres, y las cuatro histonas internas con diferente intensidad cuando
se ensaya con nucleosomas (fig. 3.1 en pa´g. 67 y fig. 3.5 en pa´g. 102). Esa1p
es la subunidad catalı´tica del complejo NuA4 descrito por otros autores, el cual
posee una masa molecular de 1.2 MDa, y una especificidad sobre histonas li-
bres y nucleosomales ide´ntica a la de A1 [174]. Adema´s, ambos complejos, A1
y NuA4, eluyen en las primeras fracciones de un gradiente salino de una cro-
matografı´a de caracterı´sticas similares. Estas coincidencias permiten sospechar
que ambos complejos comparten la misma subunidad catalı´tica, Esa1p, y pro-
bablemente otras subunidades. Dado que el gen que codifica Esa1p es esencial,
no se pudieron obtener mutantes nulos para realizar estudios similares a los des-
critos para los genes GCN5 y SAS3. Por ello se utilizo´ una cepa termosensible
que contiene una versio´n de Esa1p truncada para comprobar si e´sta era la sub-
unidad catalı´tica de A1. El alelo esa1∆1-414 [188] consiste en la delecio´n de un
u´nico nucleo´tido que produce una mutacio´n de cambio de pauta de lectura en
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el codo´n 414, lo que causa 10 aminoa´cidos alterados y que la proteı´na contenga
22 aminoa´cidos menos que la silvestre. Se ha descrito que la cepa que contiene
este alelo expresado desde un pla´smido centrome´rico (LPY3291) crece bien a la
temperatura permisiva pero posee una actividad de NuA4 10 veces menor que
la nativa, y tras 4 h a la temperatura restrictiva se produce una elevada letali-
dad [174].
La figura 3.18A muestra las fracciones cromatogra´ficas donde eluye el com-
plejo A1 de la cepa silvestre (13 a 17), que evidencian la actividad tı´pica de
este complejo sobre H4 principalmente, y en menor medida sobre H2A. Si se
comparan estas mismas fracciones con las procedentes de extractos de la cepa
esa1-ts, tanto crecida a temperatura permisiva (fig. 3.18B), como a la restrictiva
(fig. 3.18C), se observa una clara disminucio´n en cuanto al nivel de acetilacio´n
de la histona H4. Esto indica que Esa1p es la subunidad catalı´tica del complejo
HAT A1, y confirma que la actividad HAT de la proteı´na Esa1∆1-414 se encuen-
tra notablemente disminuida tanto a la temperatura permisiva como a la restric-
tiva (figs. 3.18B y C). El hecho de que este mutante sea viable a la temperatura
permisiva y no a la restrictiva sugiere que la letalidad obedezca a causas diferen-
tes a la de la pe´rdida de la mayor parte de la actividad HAT. No se realizo´ un
ensayo HAT de la cepa silvestre crecida a 37◦C debido precisamente al resultado
mostrado en la fig. 3.18B. Si a temperatura permisiva la actividad de la cepa con
el alelo esa1∆1-414 ya se encuentra drama´ticamente afectada, la cepa silvestre
a 37◦C no proporcionarı´a mayor informacio´n, puesto que, o bien A1 no se verı´a
afectada (como pensamos), o bien si se ve afectada debe ser una causa adicional
a la que produce la disminucio´n de actividad en las figs. 3.18B y C.
Con el fin de corroborar que Esa1p forma parte del complejo A1, nos plan-
teamos detectar la proteı´na Esa1 en las fracciones en las que eluye A1 utilizando
un anticuerpo especı´fico que la reconociera. Para ello se procedio´ a incluir una
nueva etapa de purificacio´n. Ası´, se recogieron las fracciones (15-20) correspon-
dientes al complejo A1 de una cromatografı´a Q Sepharose de una cepa silvestre
(fig. 3.19A). Estas fracciones fueron dializadas frente a tampo´n C, aplicadas a
una columna de intercambio catio´nico Resource S, y se eluyo´ mediante un gra-
diente de 0 a 1 M de NaCl. En la fig. 3.19B se muestra la fluorografı´a obtenida
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para las fracciones tras este paso cromatogra´fico, usando histonas libres de eri-
trocito de pollo como sustrato. El complejo A1, caracterizado por su capacidad
de acetilar las histonas H4, H2A y H3 libres, eluye en las fracciones 10-15.
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Figura 3.18. Ana´lisis de la actividad HAT A1 en una cepa silvestre (LPY2990) y en
una cepa esa1-ts (LPY3291) crecida a temperatura no restrictiva (28◦C) y a tem-
peratura restrictiva (37◦C). Se realizo´ un extracto de la cepa silvestre crecida a 28◦C,
un extracto control de la cepa esa1-ts crecida a 28◦C y otro extracto a partir de un cul-
tivo que tras alcanzar una DO600 de 0.36 fue sometido 6h a incubacio´n con agitacio´n a
37◦C. Fue llevada a cabo una purificacio´n con cromatografı´a de Ni-NTA, y Resource Q
acoplada a un sistema de FPLC ¨AKTA prime. Alı´cuotas de las fracciones del gradiente
salino de 80 a 500 mM fueron ensayadas con histonas libres y [1-14C]acetil CoA. La
mezcla de reaccio´n fue separada por electroforesis en gel de poliacrilamida al 16 %, el
gel fue ten˜ido, decolorado y secado. Se muestran las fluorografı´as para los perfiles cro-
matogra´ficos de la cepa silvestre (A), la cepa esa1-ts crecida a temperatura permisiva
(B), y la cepa esa1-ts incubada 6 h a 37◦C (C). Las fluorografı´as de A y C fueron densi-
tometradas para determinar la cantidad de marca radiactiva incorporada a cada histona.
La posicio´n de tres de las histonas internas y de una banda de degradacio´n (*) se muestra
en la figura.
3.3.5 Actividad HAT dependiente de ESA1 131
Figura 3.19. Deteccio´n de Esa1p en fracciones con actividad HAT A1. (A) Fluo-
rografı´a de un gradiente salino 80-500 mM generado en una Q-sepharose en la que se
aplico´ el eluido a 300 mM de imidazol de una resina Ni-NTA, que procedı´a del extracto
de 9 L de cultivo de BQS1216. Se seleccionaron las fracciones 15-21 para continuar la
purificacio´n de A1. (B) Las fracciones mencionadas se aplicaron en una Resource S, en
la que se realizo´ una separacio´n en gradiente de 0 a 1 M de NaCl. Las fracciones obteni-
das fueron ensayadas frente a histonas libres de pollo y [1-14C]acetil CoA, sometidas a
SDS-PAGE 16 % y posterior fluorografı´a. Se indica la posicio´n de las histonas H3, H2A
y H4, y de una banda de degradacio´n procedente de H3, H2B o H2A. (C) Un volumen
de 8 µL de fracciones de la Resource S fueron separadas en un gel de poliacrilamida del
10 %, tras lo que las proteı´nas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La
deteccio´n mediante western-blotting se efectu´o con un anticuerpo policlonal de cabra
especı´fico contra Esa1 (Santa Cruz Biotechnology Inc.).
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La deteccio´n de Esa1p en esas mismas fracciones mediante ana´lisis por western-
blotting confirma que esta proteı´na forma parte de A1 (fig. 3.19C). En cuanto a
la acetilacio´n incorporada en una banda de degradacio´n (* en la fig. 3.19B), se
puede comprobar como la cromatografı´a sobre Resource Q retrasa a la enzima
responsable de su acetilacio´n con respecto al complejo A1. Del mismo modo,
la incorporacio´n de radiactividad sobre la histona H2A parece seguir un perfil
de elucio´n similar a la de la banda de degradacio´n. Por lo tanto, cabe concluir
que el complejo A1 acetiları´a preferentemente las histonas H4 y H3, y en menor
medida H2A y H2B libres. Adema´s de este complejo, en las fracciones iniciales
de las cromatografı´as tipo Q Sepharose eluirı´a otra actividad HAT no descrita
hasta la fecha. Esta actividad es especı´fica por un sustrato procedente de la de-
gradacio´n de una histona (H3, H2B o H2A), ası´ como por la histona H2A. El
hecho de que la intensidad de marca sobre este producto de acetilacio´n no se vea
apenas disminuido en los ensayos realizados con la cepa esa1-ts (figs. 3.18B y
C), parecen confirmar la presencia de esta nueva actividad.
Se ha realizado un estudio centrado en el complejo A1 para determinar si la
proteı´na con actividad catalı´tica HAT Esa1 es un componente del mismo. Se ha
demostrado que la proteı´na Esa1 truncada disminuye notoriamente la actividad
HAT A1, y que las fracciones en las que eluye A1 contienen Esa1p. Todo ello
confirma que Esa1p es la subunidad catalı´tica de A1. Ya que NuA4 es un com-
plejo dependiente de Esa1 descrito previamente [174], no es descartable que A1
y NuA4 compartan otras subunidades. Por otra parte, tambie´n ha sido detectada
una nueva actividad HAT que eluirı´a muy pro´xima a A1, especı´fica por la histona
H2A libre, y probablemente por otros sustratos.
3.3.6. Actividades HAT dependientes de ELP3, HPA2,
SAS2 y NUT1
Como se ha mencionado anteriormente, los genes NUT1, ELP3, HPA2 y
SAS2 codifican proteı´nas con actividad HAT que no han sido relacionadas hasta
el momento con los diferentes complejos obtenidos, tanto mediante el me´todo de
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purificacio´n a partir de extractos de levadura empleado por nosotros, como por
el utilizado por otros autores (ver seccio´n 3.3.1). Sin embargo, es conocido que
estas proteı´nas forman parte de complejos, algunos de ellos implicados en impor-
tantes procesos biolo´gicos. Asi, Nut1p forma parte del Mediador, un complejo
multiproteico requerido para la activacio´n transcripcional dependiente de la RNA
polimerasa II, la estimulacio´n de la transcripcio´n basal y una mayor eficiencia de
la fosforilacio´n del dominio carboxilo terminal por TFIIH [225]. Se ha descrito
que Nut1p posee actividad HAT in vitro [59]. Por otro lado, Elp3p se considera
una HAT de tipo A y es un constituyente del complejo Elongador, que colabora
en la elongacio´n de la transcripcio´n por parte de la RNA pol II [226, 227]. El
complejo Elongador se une al dominio carboxilo terminal hiperfosforilado de la
RNA polimerasa II, participando en la formacio´n de un holoenzima competen-
te para la elongacio´n. Este complejo es capaz de acetilar las histonas H3 y H4
libres o ensambladas en nucleosomas [59, 83, 49]. Hpa2, una proteı´na de so´lo
18.3 kDa, se ha descrito como una HAT capaz de formar un tetra´mero al unir-
se a acetil-CoA, con actividad preferente sobre la lisina 14 de la histona H3 y
potencial autoacetilante [228]. Por u´ltimo, Sas2p forma parte del complejo SAS
(relacionado con funciones de silenciamiento), junto con las proteı´nas Sas4p y
Sas5p. Este complejo acetila la lisina 14 de H3 y la lisina 16 de H4 in vitro [229],
y u´nicamente la lisina 16 de H4 in vivo [198].
Con objeto de determinar si alguna de estas proteı´nas estaba relacionada con
alguno de los complejos obtenidos se utilizo´ el sistema cromatogra´fico de separa-
cio´n de complejos mencionado en el apartado 3.1.2. Para ello se emplearon cepas
con la delecio´n cromoso´mica de alguno de los genes que se habı´an identificado
como actividades HAT.
En la fig. 3.20 se muestra el ana´lisis de las actividades HAT sobre histonas li-
bres empleando las cepas mutantes nut1∆ y hpa2∆. El ana´lisis comparativo entre
los resultados obtenidos con estas cepas mutantes y los mostrados en la fig. 3.6A
(pa´g. 103) de la cepa salvaje ponen de manifiesto que ninguna de las proteı´nas
codificadas por estos genes constituye la subunidad catalı´tica de los comple-
jos identificados en nuestro laboratorio, especialmemte de HAT A1, HAT A4-I o
A4-II.Tambie´n se realizaron cromatografı´as semejantes empleando cepas con las
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Figura 3.20. Ana´lisis de las actividades HAT dependientes de Nut1p y Hpa2p en S.
cerevisiae. Se ensayo´ la actividad HAT de extractos fraccionados por elucio´n de la resi-
na de Ni-NTA y fraccionamiento por gradiente en Q Sepharose de las cepas de levadura
nut1∆ (BQS1206) y hpa2∆ (BQS1204). En las fluorografı´as se han indicado las posicio-
nes de las histonas H3, H2A y H4. Los resultados para el ana´lisis de la dependencia de
las actividades HAT respecto de NUT1 se muestran en el panel (A), y respecto de HPA2
en el (B).
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Figura 3.21. Ana´lisis de las actividades HAT presentes en cepas de levadura de-
lecionadas en ELP3 y SAS2. Se ensayo´ la actividad HAT de extractos de las cepas de
levadura elp3∆ (BQS1212) y sas2∆ (BQS1314) despue´s de su elucio´n del gel de agarosa
Ni-NTA, y su fraccionamiento en Q Sepharose. En las fluorografı´as se han indicado las
posiciones de las histonas H3, H2A y H4.
proteı´nas correspondientes etiquetadas, Nut1-HA6 y Hpa2-HA6. Los resultados
obtenidos apuntarı´an hacia la presencia de Nut1-HA6 en toda la segunda mitad
del gradiente, desde la fraccio´n 23 a la 33, mientras que la proteı´na Hpa2-HA6
no se detecto´ en ninguna zona del gradiente.
Cuando se analizo´ el efecto de las mutaciones de ELP3 y SAS2, no se ob-
servo´ la reduccio´n detectable de la actividad HAT de ninguno de los seis picos
descritos en los gradientes de intercambio anio´nico (fig. 3.21). Por tanto, las pro-
teı´nas Elp3 y Sas2 tampoco parecen formar parte de ningu´n complejo de los
analizados en nuestro laboratorio, o bien su contribucio´n a la actividad de e´stos
es minoritaria y no detectable.
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“Un ser humano debe ser capaz de cambiar un pan˜al, planear una invasio´n,
sacrificar un cerdo, pilotar una nave, disen˜ar un edificio, escribir un sone-
to, cuadrar una cuenta, construir un muro, colocar un hueso, confortar a
los moribundos, aceptar o´rdenes, dar o´rdenes, cooperar, actuar solo, resol-
ver ecuaciones, analizar un problema nuevo, esparcer estie´rcol, programar
un ordenador, cocinar un plato sabroso, luchar con eficacia y morir con
gallardı´a. La especializacio´n es para los insectos.”
Robert A. Heinlein, extractos de los cuadernos de Lazarus Long en
Tiempo para amar.
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4.1 Antecedentes
4.1.1. Chips de DNA
La secuenciacio´n de los genomas de un gran nu´mero de especies ha permi-
tido el desarrollo de tecnologı´as a gran escala que han ayudado al ra´pido avance
de la geno´mica. Una de estas tecnologı´as es la de los chips (arrays) de DNA,
consistentes en un soporte so´lido al que se une una serie de sondas de DNA en
una posicio´n determinada distribuidos segu´n un patro´n regular de puntos (spots).
El principio en el que se fundamentan los chips de DNA es el apareamiento entre
bases. Este apareamiento se produce durante el proceso de hibridacio´n, el cual
transcurre entre la muestra, que contiene un a´cido nucleico libre (diana) cuya
identidad o abundancia queremos determinar, y las sondas del chip que esta´n
constituidas por a´cidos nucleicos de secuencia conocida inmovilizados en algu´n
medio fı´sico.
Los chips de DNA se clasifican en microchips o macrochips en virtud de
varias caracterı´sticas. Generalmente los microchips se suelen fabricar sobre so-
porte de cristal con grupos reactivos, y los macrochips se fabrican sobre nailon
con cargas positivas. Las sondas de los macrochips se encuentran depositadas
en puntos de aproximadamente 300 µm de dia´metro, consiguiendo una densi-
dad de 100 sondas/cm2. Por su parte, los microchips poseen puntos de 10 a 200
µm, lo que les permite contener del orden de 3000 sondas/cm2 si se elaboran
con productos de PCR, o 60000 sondas/cm2, si se confeccionan mediante sı´nte-
sis de oligonucleo´tidos. Las sondas de los macrochips se obtienen habitualmente
a partir de cDNA o DNA geno´mico mediante una reaccio´n de PCR con oligos
universales o especı´ficos. A diferencia de los macrochips, las sondas de los mi-
crochips tambie´n pueden estar constituidas por oligonucleo´tidos de hebra simple
que se pueden sintetizar directamente sobre el soporte (in situ) obteniendo pro-
ductos de taman˜os de 25 a 60 nucleo´tidos, o se unen al soporte tras su sı´ntesis
(40-70 nucleo´tidos).
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Los primeros chips de DNA utilizados fueron los microchips en soporte de
vidrio que el laboratorio de Patrick O. Brown empleo´ en un trabajo publicado en
1995 [230]. En este trabajo se describio´ el uso de un microchip con 45 cDNAs
de genes de Arabidopsis thaliana para el ana´lisis de la expresio´n diferencial de
los mismos. A partir de ese momento, este tipo de tecnologı´a ha incrementado
su nu´mero de aplicaciones, en consonancia con las mejoras que ha sufrido en
resolucio´n y sensibilidad.
Concretamente los chips de DNA que se han empleado en este trabajo son
macrochips realizados en un soporte de nailon cargado positivamente (tabla 4.1).
Cada uno de los macrochips utilizados contienen 6052 pautas de lectura abierta
(ORFs) de la levadura S. cerevisiae (obtenidos del Servicio de Chips de DNA del
S.C.S.I.E., Universitat de Vale`ncia). El nu´mero de ORFs por macrochip puede
variar segu´n la versio´n. Las sondas depositadas en la membrana fueron obte-
nidas generalmente por amplificacio´n con oligos universales a partir del cDNA
insertado en la coleccio´n de pla´smidos Research Genetics Exclone [231]. Esta
estrategia consiguio´ obtener sondas de DNA bicatenario que en el 93 % de los
casos cubrı´an la ORF completa.
Tabla 4.1. Propiedades de los chips de DNA empleados en este trabajo [232].
Caracterı´sticas macrochips de ORFs de levadura
taman˜o de la membrana 7×11 cm
100 spots/cm2
40 ng sonda/spot
109 mole´culas sonda/spot
sensibilidad 108 mole´culas diana
selectividad de una mole´cula diana entre
2×104 a una entre 3×105 mole´culas
Para este tipo de chips (nailon), el marcaje dual con fluoro´foros que se puede
utilizar en microchips (vidrio) no es posible, y se emplea un marcaje radiactivo.
Un mismo macrochip puede ser hibridado hasta 10 veces sucesivas, eliminando
el material unido de la anterior hibridacio´n, sin una disminucio´n significativa de
la calidad de la hibridacio´n. Esto permitio´ estudiar diversos aspectos de la modi-
ficacio´n de la cromatina en el mismo juego de macrochips, lo que elimino´ varia-
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bilidad debida al uso de distintos chips. De acuerdo con esto, se habı´a sugerido
anteriormente que el uso de tres tipos de experimentos con chips de DNA pue-
de ayudar a describir la funcio´n de reguladores de la cromatina [233, 234]. El
primer tipo de experimento es el ma´s habitual y consiste en un chip de expre-
sio´n de la cepa mutante en el regulador de la cromatina, por ejemplo una HAT.
´Este nos proporciona informacio´n sobre la variacio´n de la expresio´n de los ge-
nes regulados de manera directa o indirecta por la HAT delecionada. El segundo
es, junto con el tercero, la estrategia empleada en nuestro trabajo para el estudio
de la funcio´n de diversas HATs. Consiste en la deteccio´n de la unio´n fı´sica de
la HAT al genoma, utilizando para ello una combinacio´n de inmunoprecipita-
cio´n de la cromatina e hibridacio´n del material inmunoprecipitado en un chip de
DNA (ChIP-chip). Por u´ltimo la tercera estrategia implica tambie´n ChIP-chip,
pero en esta ocasio´n el objetivo es inmunoprecipitar las regiones del genoma en-
riquecidas en alguna modificacio´n de la cromatina catalizada por el regulador
de intere´s (por ejemplo acetilacio´n, metilacio´n, . . . ). De este modo se realiza un
mapa diferencial del patro´n de acetilacio´n de la cepa mutante en la HAT respec-
to a la silvestre. Esto permite correlacionar la unio´n fı´sica y el efecto sobre el
patro´n de acetilacio´n en un mutante, en secuencias especı´ficas del genoma. Esta
combinacio´n de informacio´n permite decidir si el efecto de la delecio´n de una
proteı´na sobre la expresio´n de un gen particular es directo, o se produce como
consecuencia de la alteracio´n de una posible ruta de transduccio´n de sen˜ales en
la que participaba la proteı´na estudiada. Los tres tipos de estudio habı´an sido
realizados anteriormente en chips que contienen distintos tipos de sondas. Los
chips de ORFs se han empleado para realizar chips de expresio´n, y los chips cu-
yas sondas contienen regiones interge´nicas (IGRs) han sido empleadas para los
estudios mediante ChIP-chip.
4.1.2. Ana´lisis de localizacio´n geno´mica (ChIP-chip)
La inmunoprecipitacio´n de cromatina (ChIP) se ha utilizado para analizar la
distribucio´n de proteı´nas especı´ficas, o para el caso de las histonas, de sus iso-
formas modificadas, en dominios de DNA definidos [235, 40, 236]. La principal
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limitacio´n del me´todo se debe a los sistemas empleados para la deteccio´n de la
regio´n de DNA a la que se une la proteı´na problema. El enriquecimiento de los
fragmentos de DNA inmunoprecipitado en determinadas regiones de la cromati-
na puede ser analizado por varios me´todos. En primer lugar, los sitios de unio´n se
pueden identificar por hibridacio´n en slot-blot convencional, aplicando el DNA
inmunoprecipitado a una membrana que contiene las regiones de intere´s [237].
Otra posibilidad es el ana´lisis por southern-blot, que permite identificar sitios de
unio´n en grandes regiones geno´micas sin mu´ltiples hibridaciones, ni reacciones
de PCR [238]. Por u´ltimo, las estrategias basadas en PCR son las ma´s utiliza-
das, ya sea la PCR cuantitativa [239], la PCR en tiempo real cuantitativa [240],
o la PCR semicuantitativa [241]. El nu´mero de dianas detectables se encuen-
tra restringido al nu´mero de pares de oligonucleo´tidos empleados, y no permite
identificar dianas cuya existencia desconozcamos. La aparicio´n de la te´cnica de
mapeo de interacciones DNA-proteı´na (ChIP-chip), permitio´ detectar la unio´n
de una proteı´na a todas las regiones geno´micas depositadas en un chip de DNA
en un u´nico experimento. Este me´todo (fig. 4.1) aprovecha el entrecruzamiento
entre las proteı´nas y el DNA a trave´s de enlaces covalentes producidos por la ac-
cio´n del formaldehı´do, lo que asegura el mantenimiento de las interacciones que
se habı´an establecido in vivo. La fragmentacio´n del DNA por sonicacio´n permite
obtener unos taman˜os adecuados para la inmunoprecipitacio´n de los complejos
proteı´na-DNA y la correcta identificacio´n de los fragmentos. Las proteı´nas de
unio´n a DNA son inmunoprecipitadas con anticuerpos policlonales generados
contra la proteı´na en cuestio´n, o bien, con un anticuerpo comercial frente a los
epı´topos HA o c-MYC si la proteı´na se ha etiquetado en su locus cromoso´mico.
Tambie´n se han empleado extensivamente anticuerpos contra distintas formas
modificadas de las histonas (posiciones acetiladas o metiladas de las histonas)
en la confeccio´n de mapas geno´micos de este tipo de modificaciones postraduc-
cionales (estudios epigene´ticos). El DNA unido a la proteı´na inmunoprecipitada
se purifica y es amplificado para conseguir una cantidad de DNA adecuada para
la hibridacio´n. Los dos sistemas de amplificacio´n ma´s empleados habı´an sido
desarrollados con anterioridad para otros fines. ´Estos son la amplificacio´n al azar
de DNA o Round A/B/C [242] (utilizado por el grupo de P.O. Brown) y el ba-
sado en PCR mediada por ligacio´n (LM-PCR) [243] (utilizado por el grupo de
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R.A. Young). Ambos sistemas han sido empleados en estrategias de hibridacio´n
con fluorescencia de dos colores. El sistema Round A/B/C implica un ciclo de
replicacio´n del DNA, usando secuenasa y un oligonucleo´tido que contiene un
segmento conocido y otro segmento formado por una mezcla al azar de los 4
dNTPs (60 % de A+T y 40 % de G+C). En el siguiente paso se utiliza un oli-
gonucleo´tido que contiene la secuencia del segmento conocido, para efectuar
15-35 ciclos de PCR, e introducir en los u´ltimos ciclos los fluoro´foros cy5-dCTP
y cy3-dCTP. El sistema de LM-PCR (Ligation-Mediated PCR) se basa en ligar
al DNA inmunoprecipitado un adaptador (linker) que permite utilizar un oligo
de secuencia conocida para la amplificacio´n y el marcaje.
Para ambos tipos de marcaje (fluorescente y radiactivo) se emplean dos mues-
tras que sera´n comparadas entre sı´ para obtener valores relativos de intensidad
de los puntos de las sondas (en nuestro macrochip cada punto o spot representa
una ORF). Una muestra la constituye el DNA inmunoprecipitado especı´ficamen-
te, que o bien se marca con uno de los colorantes fluorescentes, o con un dNTP
radiactivo. La muestra referencia puede ser un DNA geno´mico amplificado en
paralelo, o bien DNA derivado de una inmunoprecipitacio´n control. Esta inmu-
noprecipitacio´n se realiza con una cepa que no posea el epı´topo reconocido por
el anticuerpo (silvestre), con un anticuerpo irrelevante para el estudio, o sin an-
ticuerpo. En DNAs inmunoprecipitados de cepas silvestres, o sin anticuerpo, se
suele asumir que ese control probabalemente represente DNA geno´mico en gran
parte. Sin embargo no es aconsejable tomar esta aproximacio´n como real y se
deben realizar hibridaciones de los chips con distintas muestras control.
Despue´s de que las muestras hayan sido hibridadas en los chips, bien sea la
de referencia y la problema simulta´neamente cuando se trata de fluoro´foros, ya
sea sucesivamente en el caso del marcaje radiactivo, se calculan las ratios entre
las sen˜ales de la muestra problema y las de la muestra control. La ratio de la
sen˜al obtenida para un elemento del chip es proporcional al enriquecimiento de
ese locus en la muestra inmunoprecipitada. Por tanto, la ratio es indicativa de la
intensidad de la unio´n de la proteı´na a ese locus. En algunos casos se puede pro-
ducir empobrecimiento de la proteı´na o de la isoforma que estamos estudiando.
Por ejemplo, en un mutante HAT se asume que la cantidad de histona acetilada
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Figura 4.1. Esquema de protocolo general para ChIP-chip utilizando LM-PCR
como sistema de amplificacio´n y marcaje con fluoro´foros cy3-dCTP y cy5-dCTP.
4.1.2 Ana´lisis de localizacio´n geno´mica (ChIP-chip) 145
debe disminuir respecto de la silvestre en las regiones diana de la HAT.
4.1.2.1. Aplicaciones de la te´cnica de localizacio´n geno´mica
Los dos primeros trabajos que utilizaron esta metodologı´a se llevaron a cabo
en levadura en los laboratorios de R.A. Young [244] y P.O. Brown [245]. El pri-
mero de ellos, publicado en el an˜o 2000 por el grupo de Young [244], estudio´ los
sitios de unio´n en promotores de los factores transcripcionales Gal4 y Ste12. El
an˜o siguiente el grupo de Brown analizo´ la asociacio´n a regiones interge´nicas
de los complejos activadores SBF (Swi4p-Swi6p) y MBF (Mbp1p-Swi6p), para
relacionar sus genes diana con distintas funciones celulares [245].
Desde su desarrollo, el ana´lisis de localizacio´n geno´mica ha sido utilizado en
mu´ltiples experimentos encaminados a la identificacio´n de sitios de unio´n de un
gran nu´mero de factores transcripcionales individuales en el genoma de levadura.
Un importante trabajo del grupo de Young [246] determino´ la ocupacio´n de 203
factores transcripcionales de S. cerevisiae crecida en medio rico. Debido a que la
ocupacio´n de los elementos reguladores por los factores transcripcionales puede
depender de las condiciones ambientales, la ocupacio´n de 84 de ellos fue estu-
diada en al menos 12 condiciones ambientales distintas. La informacio´n obtenida
permitio´ definir la arquitectura de promotores, predecir secuencias consenso de
unio´n de factores especı´ficos, y elaborar un mapa de la regulacio´n transcripcio-
nal de la levadura. Por otro lado, la localizacio´n geno´mica de reguladores de
la cromatina, como las HATs Esa1 y Gcn5 y las HDACs Rpd3 y Hst1, propor-
ciono´ una nueva visio´n del comportamiento de este tipo de coactivadores [247].
Se determino´ que ambas HATs se unen generalmente a los promotores de genes
activos transcripcionalmente, lo que ayuda a explicar la largamente observada
correlacio´n entre acetilacio´n de histonas y expresio´n ge´nica [113]. Las HDACs
por su lado, se asocian u´nicamente a conjuntos especı´ficos de genes; Hst1 a ge-
nes de esporulacio´n y de la ruta de la quinureina, y Rpd3 a genes de ciclo celular.
Otro estudio ha establecido los sitios de unio´n de otro regulador de la cromati-
na, el complejo remodelador RSC [248]. La localizacio´n geno´mica de 5 de las
proteı´nas componentes de este complejo informo´ que las isoformas Rsc1 y Rsc2
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de e´ste poseen ba´sicamente un patro´n de unio´n similar y se unen a unas 700 dia-
nas cuando el crecimiento se efectu´a en medio rico. Este trabajo concluyo´ que
RSC puede mostrar tres mecanismos de accio´n: unie´ndose de manera global al
genoma, dirigido a promotores especı´ficos, o siendo reclutado de forma general
a los genes transcritos por la RNA polimerasa III. Por otro lado, esta te´cnica tam-
bie´n se ha empleado para la deteccio´n de los lugares de unio´n de reguladores de
eucariotas superiores, como las proteı´nas Polycomb, Polyhomeotic y GAF de la
mosca de la fruta [249].
Otro nivel de la regulacio´n transcripcional que tambie´n ha sido investigado
con esta metodologı´a son los elementos reguladores cis. Gracias a esta te´cnica
se ha conseguido establecer mapas globales de elementos reguladores cis. En
mamı´feros existe una fina regulacio´n de la expresio´n ge´nica (la expresio´n es
especı´fica de tejido y del momento del desarrollo). Un gran nu´mero de elementos
reguladores (promotores, potenciadores, represores, aisladores, . . . ) colaboran
en esta funcio´n. Por ejemplo en humanos se han mapeado promotores activos,
identifica´ndolos gracias a la unio´n del componente del complejo de preiniciacio´n
Taf1p [250, 251].
No obstante, la mayor parte de la investigacio´n que ha empleado esta te´cnica
se ha centrado en el estudio de la epigene´tica, especialmente en la modifica-
cio´n de histonas. Uno de los hallazgos que ha permitido este me´todo ha sido la
distribucio´n de las distintas formas metiladas de la histona H3 en las regiones
codificantes. Gracias al uso de microchips de alta resolucio´n se ha determinado
que la lisina 4 de la histona H3 trimetilada se encuentra enriquecida en el extre-
mo 5’, la dimetilada en la parte central y la monometilada en el extremo 3’ de
los genes activos transcripcionalmente [252]. La evaluacio´n de las modificacio-
nes de las histonas en los cromosomas 21 y 22 de humanos, ha mostrado que la
trimetilacio´n de la lisina 4 de la histona H3 tambie´n se correlaciona con el extre-
mo 5’ de los genes que se transcriben activamente [253]. Por otro lado, tambie´n
se han detectado diferencias fundamentales entre distintos organismos, como la
dimetilacio´n de la lisina 79 de H3 que se correlaciona con la transcripcio´n en
moscas [254], pero no en levadura [255].
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4.2 Materiales y me´todos
4.2.1. Cepas de levadura empleadas
Las cepas de S. cerevisiae utilizadas para los ana´lisis de localizacio´n geno´mi-
ca se muestran en la tabla 4.2. Los genes que codifican proteı´nas con actividad
HAT fueron etiquetadas en su extremo carboxilo terminal con etiquetas de epı´to-
pos HA y c-MYC, o bien fueron delecionadas introduciendo un gen marcador de
resistencia a antibio´tico o de auxotrofı´a. Para ma´s detalles consultar seccio´n 3.2.5
en pa´g. 79.
Tabla 4.2. Cepas utilizadas en experimentos de ChIP-Chip.
Cepa Genotipo Procedencia
YPH250 MATa, ura2-52, lys2-801, ade2-101,
trp1∆1, his3∆200, leu2∆1 Parthun et al., 1996 [256]
MW671 YPH250 rpc160∆1::HIS3, pC160-240(TRP1 CEN4 HA3-RPC160) Dieci et al., 1995 [257]
BY4742 MATα, ura3∆0, lys2∆0, his3∆1, leu2∆0 EUROSCARFBrachmann et al., 1998 [204]
BQS1181 BY4742 gcn5∆::kanMX4 Este trabajo
BQS1197 BY4742 NUT1-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1204 BY4742 hpa2∆::natMX4 Este trabajo
BQS1206 BY4742 nut1∆::natMX4 Este trabajo
BQS1212 BY4742 elp3∆::natMX4 Este trabajo
BQS1217 BY4742 SAS3-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1218 BY4742 HPA2-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1314 BY4742 sas2∆::kanMX4 Este trabajo
BQS1343 BY4742 ELP3-HA6-HIS3 Este trabajo
BQS1350 BY4742 GCN5-MYC13-KanMX6 Este trabajo
BQS1389 BY4742 sas3∆1::kanMX4 Este trabajo
BQS1451 BY4742 SAS2-HA6-HIS3 Este trabajo
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4.2.2. Inmunoprecipitacio´n de cromatina
Para identificar las dianas del aparato de transcripcio´n de la RNA polimerasa
III y de distintas subunidades catalı´ticas HAT, ası´ como mapear las regiones que
sufren modificaciones en su estado de acetilacio´n por mutaciones en subunidades
catalı´ticas HAT, se combino´ la inmunoprecipitacio´n de cromatina y la hibrida-
cio´n de macrochips de ORFs. Disen˜amos un protocolo especı´fico para chips de
ORFs de levadura basado en un me´todo previamente descrito [244] para chips
de regiones interge´nicas1 .
Entrecruzamiento y lisis celular
Se crecieron 3 cultivos independientes en YPD para cada cepa, y otros 3 para
las cepas control (por ejemplo con proteı´na no etiquetada). Se tomo´ un volumen
de 40 mL de cultivo (DO600 ≃0.5-0.8), y las proteı´nas fueron entrecruzadas a
sus sitios diana in vivo an˜adiendo formaldehı´do hasta una concentracio´n final del
1 % (16 % formaldehyde solution, Electron Microscopy Sciences). Las ce´lulas se
incubaron 30 min a temperatura ambiente con inversio´n ocasional. El entrecru-
zamiento se detuvo con la adicio´n de glicina para conseguir una concentracio´n
final de 125 mM e incubacio´n durante 15 min. Las ce´lulas se lavaron 3 veces con
30 mL de tampo´n PBS (140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM
KH2PO4, pH 7.4) enfriado en hielo. Las ce´lulas sedimentadas se congelaron tras
este paso. Cuando se reemprendio´ el protocolo, las ce´lulas se descongelaron en
hielo y se resuspendieron en 300 µL de tampo´n de lisis (50 mM HEPES-KOH
pH7.5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0.1 % desoxicolato so´di-
co, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidina y una pastilla de Cocktail de inhibidores
de proteasas Complete™ de Roche por cada 25 mL de tampo´n). Se an˜adio´ a la
suspensio´n celular el equivalente a un volumen de 0.2 mL de perlas de vidrio a
-20◦C (425-600 mm, Sigma). La lisis se llevo´ a cabo durante 25 min a 4◦C, en
un vo´rtex Genie 2 con Turbomix a la ma´xima potencia. Se an˜adieron 400 µL ma´s
de tampo´n de lisis, y se traspaso´ el extracto a un nuevo tubo.
1http://jura.wi.mit.edu/young public/chromatin regulators/Location analysis protocol.pdf
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Sonicacio´n e inmunoprecipitacio´n de la cromatina
La cromatina del extracto fue sonicada en hielo (3 secuencias de 10 s de pul-
sos intermitentes de 1 s a 38 % de amplitud en un sonicador Vibracell VCX500 de
Sonics&Materials) para obtener fragmentos de 400-3000 pb de taman˜o, con un
taman˜o promedio de 800 pb. Los residuos celulares fueron eliminados por cen-
trifugacio´n a 13000 rpm a 4◦C durante 10 min. Una alı´cuota de 50 µL de extracto
total (Whole Cell Extract, WCE) se guardo´ en hielo para comprobar la calidad
y el taman˜o de la cromatina. Los anticuerpos empleados fueron 2 µg de α-HA
3F10 de rata (Roche), 20 µg de α-MYC de rato´n (Roche), 15 µL de α-K14acH3
grado ChIP de conejo (Upstate) o 10 µg de α-H3Ct de conejo (Abcam).
Los anticuerpos se incubaron durante la noche anterior en agitacio´n rotatoria
a 4◦C para permitir su acoplamiento con una suspensio´n que contenı´a la resina o
el tipo de matriz magne´ticas correspondiente. Los anticuerpos de rata y rato´n se
incubaron con una suspensio´n de 100 µL 50 % (v/v) de Proteı´na G Sepharose 4FF
(Amersham Biosciences) equilibrada en tampo´n de lisis 5 mg/mL de BSA y los
de conejo en 50 µL de matriz magne´tica dynabeads M-280 (Dynal) equilibradas
en el tampo´n ya mencionado, y resuspendidas en un volumen final de 120 µL.
Los fragmentos de DNA que fueron entrecruzados a las proteı´nas de intere´s
fueron purificados mediante inmunoprecipitacio´n con los anticuerpos menciona-
dos durante 4 h en un agitador rotatorio a 4◦C. Se incluyeron inmunoprecipita-
ciones control de extractos (WCE) de la cepa silvestre (BY4742) con α-HA o
α-MYC, o bien con anticuerpo de conejo contra la regio´n carboxilo terminal de
la histona H3, segu´n el tipo de experimento.
Tras eliminar la fraccio´n no retenida, la resina o la matriz magne´tica fue la-
vada dos veces con 1 mL de tampo´n de lisis. En el caso de resina de proteı´na G
Sepharose el lavado incluye un perı´odo de agitacio´n de 5 min. A continuacio´n se
efectuaron dos lavados ma´s con tampo´n de lisis conteniendo una concentracio´n
de 500 mM en NaCl. Los dos siguientes lavados se realizaron con 1 mL de di-
solucio´n de litio (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM LiCl, 0.5 % Nonidet P-40,
0.5 % Desoxicolato so´dico, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 mM PMSF, 1 mM Benzami-
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dina, una pastilla Cocktail de inhibidores de proteasas de Roche Complete™ por
cada 25 mL de tampo´n). Se realizo´ un u´ltimo lavado con 1 mL de TE (50 mM
Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA) 1 mM en PMSF. Las proteı´nas retenidas fueron
liberadas mediante dos eluciones consecutivas a 65◦C que se reunieron poste-
riormente. ´Estas se efectuaron con 100 µL y con 150 µL de tampo´n de elucio´n
(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA, 1 % SDS).
Reversio´n del entrecruzamiento y purificacio´n del DNA
El entrecruzamiento de las proteı´nas al DNA, se revertio´ mediante una in-
cubacio´n a 65◦C durante toda la noche. Para el WCE, se adicionaron 200 µL
de tampo´n de elucio´n previamente a la reversio´n del entrecruzamiento. Las pro-
teı´nas se degradaron mediante incubacio´n durante 1 h a 37◦C en presencia de 50
µg de proteinasa K y 2.5 % de SDS. El DNA se purifico´ mediante extraccio´n con
fenol:cloroformo:isoamı´lico (25:24:1).
En el caso del WCE, la fase acuosa fue directamente precipitada con etanol
y el DNA disuelto en 15 µL de agua milliQ. El DNA recuperado se trato´ 30 min
a 37◦C con 10 µg de RNasa A. La cromatina del WCE fue visualizada mediante
electroforesis en agarosa al 1.2 % para comprobar la cantidad recuperada en la
muestra y el taman˜o obtenido para los fragmentos.
El DNA inmunoprecipitado, en cambio, fue sometido a ma´s procesos de pu-
rificacio´n. La fase acuosa se purifico´ mediante columnas Montage PCR (Milli-
pore), de las que el DNA se eluyo´ en dos etapas sucesivas con 25 y 15 µL de
agua milliQ. El volumen recuperado se trato´ con 10 µg de RNasa A durante 30
min a 37◦C tras lo que se efectuo´ una precipitacio´n con etanol en presencia de
20 µg de gluco´geno.
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4.2.3. Amplificacio´n del DNA e hibridacio´n en macro-
chip
Rellenado con DNA polimerasa del fago T4 y ligacio´n con oligonucleo´tidos
adaptadores
El DNA inmunoprecipitado fue finalmente resuspendido en 100 µL de agua
milliQ y se obtuvieron extremos romos mediante una reaccio´n catalizada por la
DNA polimerasa del fago T4. Para ello, a los 100 µL que contienen el DNA se les
an˜adio´ 22 µL de tampo´n DNA pol T4 5×, 0.5 µL BSA 10 mg/mL, 0.4 µL dNTPs
25 mM y 0.6 µL de DNA pol T4 1 U/µL (Roche). La reaccio´n se dejo´ desarrollar
durante 20 min a 12◦C. Tras la extraccio´n con fenol:cloroformo:isoamı´lico, el
DNA se precipito´ con etanol en presencia de 11 µg de gluco´geno, y fue resus-
pendido en 25 µL de agua milliQ.
Todo el DNA se ligo´ con los adaptadores (linkers) apareados2 oJW102 (5’-
GCG GTG ACC CGG GAG ATC TGA ATT C-3’) y oJW103 (5’-GAA TTC
AGA TC-3’) (15 µM cada uno) en un volumen final de 50 µL, (0.2 mM dATP, 0.4
unidades de ligasa T4 de Roche) a 16◦C durante un mı´nimo de 12 h. A continua-
cio´n se efectuo´ una precipitacio´n con etanol, y el DNA ligado se resuspendio´ en
un volumen final de 25 µL de agua milliQ.
PCR mediada por ligacio´n (LM-PCR) y cuantificacio´n del DNA obtenido
Para amplificar el DNA inmunoprecipitado y ligado se utilizo´ la te´cnica de
LM-PCR [244], en la que uno de los adaptadores se emplea como cebador. La
mezcla de reaccio´n se llevo´ a un volumen final de 40 µL (1× tampo´n Bioline,
2 mM MgCl2, 0.25 mM dNTPs, 1.25 µM oJW102) y se calento´ a 55◦C durante
2 min. La reaccio´n se detuvo para an˜adir 10 µL de mezcla (1× tampo´n Bioline,
2 mM MgCl2, 5 U BioTaq de Bioline) y se continuo´ el programa con 5 min a
72◦C, 2 min a 95◦C y 33 ciclos de 30 s a 95◦C, 30 s a 55◦C y 2 min a 72◦C.
2Ver [255] para informacio´n sobre la forma de preparacio´n de los adaptadores apareados.
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Una alı´cuota de 5 µL del producto de reaccio´n fue comprobada en un gel del
1.2 % de agarosa (habitualmente se observa una amplia banda difusa de 200 a
2500 pb, con un taman˜o promedio de 600 pb), y el resto fue purificado mediante
una columna Montage PCR (dos eluciones de 20 µL). El DNA fue precipitado
con etanol durante toda una noche y se resuspendio´ en 25 µL de agua milliQ.
La concentracio´n fue determinada fotome´tricamente (Biophotometer 8.5 mm,
Eppendorf).
Marcaje radiactivo, hibridacio´n y lectura de los macrochips
La reaccio´n de marcaje radiactivo ba´sicamente consistio´ en un ciclo de am-
plificacio´n de DNA, en el cual se utiliza una mezcla de α-33P-dCTP y dCTP frı´o
con una proporcio´n tal que se consiguen productos de DNA marcados de taman˜o
grande y con una cantidad de marca incorporada adecuada. La mezcla de reac-
cio´n se preparo´ con 1.5 µg de DNA y un exceso de oligonucleo´tido (1× tampo´n
BioTaq Bioline, 2 mM MgCl2, 0.2 mM dATP, dTTP y dGTP, 25 µM dCTP, 1 µM
oJW102, 0.8 µCi α-33P-dCTP3 Redivue de Amersham Biosciences, 5 U BioTaq
de Bioline) en un volumen final de 50 µL. El ciclo se inicio´ calentando la mezcla
a 95◦C durante 5 min, despue´s se realizo´ una incubacio´n de 5 min a 50◦C, y fina-
lizo´ con una extensio´n larga de 35 min a 72◦C. El producto se purifico´ mediante
una cromatografı´a de exclusio´n molecular con columnas comerciales (Probe-
Quant G-50, Amersham Biosciences), tras lo cual se cuantifico´ la radiactividad
incorporada con un contador de centelleo lı´quido (Wallac).
Los macrochips [232] empleados contienen como sondas productos de PCR
que representan marcos de lectura abiertos para genes de S. cerevisiae (Servicio
de Chips de DNA, Universitat de Vale`ncia)4. En primer lugar los macrochips
fueron prehibridados durante al menos 1 h en un horno rotatorio a 65◦C con
5 mL de disolucio´n de hibridacio´n (5× SSC, 5× Denhart’s5, 0.5 % SDS, 100
3Equivalente a 310 nM de 33P-dCTP.
4Se puede descargar un esquema con los 6144 spots del macrochip empleado en
http://scsie.uv.es/chipsdna/esquema-chips-61.ppt.
5El stock de Denhart’s 100× contiene 2 % (p/v) BSA, 2 % (p/v) Ficoll y 2 % (p/v) Polivinilpi-
rrolidona.
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µg/µL DNA esperma de salmo´n). Las hibridaciones fueron ejecutadas utilizando
5 mL de la misma disolucio´n, pero fresca, a la que se le an˜adio´ el DNA marcado
desnaturalizado (3·106 DPM/mL). Las hibridaciones duraron 16-18 h, tras lo
cual los chips fueron lavados una vez con 2×SSC, 0.1 % SDS, durante 20 min,
y dos veces con 0.2×SSC, 0.1 % SDS durante 30 min. Los chips fueron sellados
y expuestos en un casete de imagen (BAS-MP, Fujifilm) tı´picamente 48-72 h y
leı´dos en un PhosphorImager FLA-3000 (Fujifilm) a 50 µm de resolucio´n. Tras
la lectura, los macrochips fueron tratados mediante 3 lavados consecutivos de
20, 10 y 10 min, con 100 mL de disolucio´n de stripping (5 mM fosfato so´dico,
0.1 % SDS) hirviendo en agitacio´n para eliminar el material hibridado.
Ana´lisis de las sen˜ales de hibridacio´n y normalizacio´n entre los filtros
El tratamiento de las ima´genes obtenidas en el PhosphorImager fue llevado
a cabo por el Servicio de Chips de DNA de la Universitat de Vale`ncia. Los archi-
vos del escaneado de los filtros fueron analizados con el programa de software
Arrayvision 7.0 (Imaging Research Inc.) de modo que se cuantifico´ la intensidad
de la hibridacio´n de cada uno de los puntos que representan una pauta de lectura
abierta. La normalizacio´n de los datos, y la medida del nivel de significancia pa-
ra cada ORF se realizo´ con el programa ArrayStat (Imaging Research Inc.). Los
datos se normalizaron entre las tres re´plicas dentro de una misma condicio´n, y
entre las dos condiciones (por ejemplo cepa con HAT etiquetada y cepa silves-
tre). La normalizacio´n entre re´plicas se realizo´ obteniendo una mediana iterativa,
y se corrigio´ con la prueba de False Discovery Rate para evaluar los errores es-
tadı´sticos asociados a cada gen. Ası´ se obtuvieron los valores de densidad sARM
(substracted Artifact Removed Median), a los que se ha eliminado la sen˜al de rui-
do de fondo correspondiente. Para los experimentos de localizacio´n de HATs, la
ratio de unio´n para cada ORF o spot, se definio´ como el cociente entre la in-
tensidad de un spot en el experimento en que se inmunoprecipito´ la HAT, y en
el control de la cepa silvestre. Para los experimentos de mapeo de regiones ace-
tiladas en H3K14 (lisina 14 de histona H3), las ratios se calcularon dividiendo
la intensidad obtenida para cada ORF en el experimento en que se inmunopre-
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cipito´ la H3K14ac (lisina 14 de H3 acetilada) en la cepa mutante HAT, entre la
correspondiente a la inmunoprecipitacio´n en la cepa silvestre.
Anotacio´n funcional
GO (http://www.geneontology.org/index.shtml) es un proyecto que estructu-
ra tres vocabularios controlados (ontologı´as) para describir los productos ge´nicos
en funcio´n de sus procesos biolo´gicos, componentes celulares y funciones mo-
leculares asociadas. Las categorı´as de GO esta´n dentro de los tres campos men-
cionados, y pueden ayudar a definir grupos de genes que se regulan de manera
comu´n a nivel transcripcional. Para realizar la anotacio´n funcional de los genes
que se unieron a distintas HATs en los experimentos de ChIP-chip, se empleo´ la
herramienta web FuncAssociate (http://llama.med.harvard.edu/cgi/func/funcassociate)
[258]. Esta herramienta determina que´ categorı´as GO de genes se encuentran so-
brerrepresentadas en el listado de ORFs que se le proporciona como entrada.
Determinacio´n de la significancia estadı´stica del solapamiento de regiones a
las que se asocian dos HATs
Para evaluar si las HATs analizadas comparten un nu´mero de dianas superior
al que se podrı´a esperar al azar, analizamos la probabilidad de que se produjeran
al azar el nu´mero de coincidencias observado entre los conjuntos de ORFs a los
que se asociaron las distintas HATs con una ratio de unio´n igual o superior a 1.5.
La distribucio´n hipergeome´trica [259] se empleo´ para calcular la probabilidad de
observar al menos k ORFs a las que se unen ambos reguladores:
P = 1−∑k−1i=0

 f
i

·

 g− f
n− i



 g
n


donde k se define como el nu´mero de coincidencias entre dos conjuntos de ORFs,
uno de talla f y otro de talla n, siendo g el nu´mero total de ORFs en el caso de
estudio (aproximamos a 6000 ORFs).
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4.3 Resultados y discusio´n
4.3.1. Disen˜o de un nuevo me´todo de ana´lisis de locali-
zacio´n geno´mica en S. cerevisiae
En este estudio se ha desarrollado una nueva metodologı´a de ana´lisis de lo-
calizacio´n geno´mica, la cual se ha basado en el sistema original disen˜ado para la
deteccio´n de factores transcripcionales con microchips de regiones no codifican-
tes en levadura descrito en 2000 por Ren et al. [244]. El primer objetivo fue uti-
lizar macrochips de regiones codificantes (ORFs) de levadura para la deteccio´n
de proteı´nas asociadas no so´lo a las ORFs sino tambie´n a regiones interge´nicas
(IGRs). En segundo lugar se planteo´ determinar la distancia ma´xima a una ORF
a la que se puede unir una proteı´na en una regio´n interge´nica y ser detectada me-
diante una ORF del macrochip empleado. Por u´ltimo se analizo´ la probabilidad
de deteccio´n de esta proteı´na en funcio´n de la distancia a esa ORF.
El uso de chips con sondas de ORFs para la deteccio´n de la unio´n de pro-
teı´nas al DNA viene avalado por los resultados de diversos trabajos anteriores.
Por un lado las regiones interge´nicas en S. cerevisiae tienen un taman˜o promedio
de 500 pb [261] (fig. 4.3, pa´g. 158), y las sondas depositadas en el macrochip
proporcionado por el Servicio de Chips de DNA de la Universitat de Vale`ncia
consisten principalmente en ORFs completas de levadura. Por tanto, si los frag-
mentos de DNA tras la sonicacio´n poseen un taman˜o promedio de 800 pb, y
estos contienen por azar extremos solapantes con las regiones codificantes y no
codificantes, la mayor parte de los fragmentos de DNA inmunoprecipitados que
contienen parte de un promotor sera´n capaces de hibridar con la sonda corres-
pondiente. Apoyando esta suposicio´n, en el trabajo de Gerton et al. [262] se
determinaron las zonas con niveles altos de recombinacio´n meio´tica (hotspots)
a las que se une Spo11p y que se encuentran mayoritariamente en regiones in-
terge´nicas. Para ello se usaron microchips de ORFs de levadura, basa´ndose en
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que las muestras de DNA marcado se derivan de fragmentos de un taman˜o de
2-3 kb, y debı´an hibridar con porciones de las ORFs que se encuentran depo-
sitadas en el chip. Tambie´n se han usado microchips con regiones interge´nicas
de levadura para detectar unio´n a ORFs, como es el caso de la deteccio´n de las
dianas de los activadores transcripcionales MBF y SBF [245]. En este trabajo
se demuestra que, cuando se detecto´ una ORF con un rango percentil alto, la
regio´n interge´nica contigua tambie´n mostraba un rango alto al comparar los re-
sultados obtenidos con microchips de ambas clases (de regiones codificantes y
de regiones interge´nicas).
Ası´ pues, realizamos unas adaptaciones al protocolo esta´ndar original del
trabajo de Ren et al. [244], con el objeto de identificar proteı´nas asociadas a
regiones codificantes y no codificantes con macrochips de ORFs (fig. 4.2). Las
modificaciones consistieron en la optimizacio´n del sonicado para obtener frag-
mentos de cromatina de un rango adecuado, con un taman˜o promedio de 800 pb,
y utilizar como sistema de marcaje un u´nico ciclo de amplificacio´n con polime-
rasa Taq y el radioiso´topo 33P-dCTP.
4.3.1.1. Validacio´n del me´todo: Deteccio´n de la RNA pol III
El me´todo de ChIP-chip modificado fue aplicado a un problema sencillo que
permite estimar a que´ distancia de una ORF se une una proteı´na asociada a la
IGR pro´xima, y la probabilidad con la que se produce esta deteccio´n. La loca-
lizacio´n geno´mica de Rpca160p, una subunidad de la RNA polimerasa III, fue
el experimento escogido. Las ventajas del estudio concreto de esta proteı´na son
diversas. En primer lugar los genes de clase III en levadura son bien conocidos
y han sido descritos por tres estudios independientes que utilizaron ChIP-chip
[263, 264, 265]. La RNA polimerasa III transcribe un gran conjunto de genes
que codifican pequen˜os RNAs no traducidos, entre ellos 275 tRNAs. Conside-
ramos que 275 era un nu´mero suficiente de casos para producir resultados con
significancia estadı´stica. En segundo lugar, los promotores de los tRNAs son ge-
neralmente intrage´nicos, y el taman˜o promedio completo de estos genes es de
u´nicamente 80 pb. Esto permite que las estimaciones hechas sobre la localiza-
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cio´n de la subunidad Rpc160 sean ma´s resolutivas. Finalmente, se investigo´ in
silico el posicionamiento de los 275 genes de tRNAs respecto a la ORF ma´s
pro´xima. La distancia entre cada gen de tRNA y la ORF ma´s pro´xima fue de-
terminada (fig. 4.3) teniendo en cuenta la direccionalidad de la ORF (si era el
extremo 5’ o el 3’ de la ORF el ma´s cercano). Adicionalmente, se comprobo´ que
no habı´a preferencia por un extremo u otro de las ORFs por situarse pro´ximas
al gen de tRNA (datos no mostrados). Al observarse que el taman˜o de las IGRs
de levadura y las distancias entre ORFs y genes de tRNAs muestran una mis-
ma tendencia (fig. 4.3), es razonable suponer que la deteccio´n de la unio´n de la
RNA polimerasa III a los genes de tRNAs es similar a la deteccio´n de la unio´n
de cualquier proteı´na asociada a IGRs, como era nuestro objetivo.
Figura 4.3. Comparacio´n de la distribucio´n de las regiones interge´nicas (IGRs) en
el genoma de levadura en funcio´n de su taman˜o y de las distancias entre ORFs
y genes de tRNAs. Los datos para la confeccio´n de la gra´fica fueron obtenidos de
http://www.yeastgenome.org y [266].
El experimento se planteo´ con el fin de detectar las ORFs ma´s pro´ximas a
los genes de tRNAs, asignando a cada ORF detectada un gen de tRNA que se
encuentre a una distancia ma´xima de 500 pb. El lı´mite de 500 pb obedece a
que, teo´ricamente, las secuencias inmunoprecipitadas que se encontraran a una
distancia mayor no pueden ser detectadas por las caracterı´sticas de la fragmen-
tacio´n del DNA. Ası´, se podrı´an detectar hasta un ma´ximo de 195 tRNAs. Para
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simplificar, asignamos en todos los casos el gen de tRNA ma´s pro´ximo a la ORF
detectada. El escaneo de los macrochips muestra, tras la normalizacio´n y el ana´li-
sis estadı´stico, que 112 ORFs se encuentran significativamente enriquecidas en
la muestra inmunoprecipitada. De esas 112 ORFs, 90 detectan 83 tRNAs. Esto
implica un 80 % de confianza de los datos. Para investigar el porcentaje de e´xito
dependiendo de la distancia entre ORF y gen de tRNA, calculamos el porcentaje
de genes de tRNAs detectados a intervalos de 100 pb (tabla 4.3). Como era de
esperar se observa que cuanto ma´s cercano se encuentra la ORF al gen de tRNA,
mayor es el porcentaje de e´xito en la deteccio´n.
Tabla 4.3. Porcentaje de genes de tRNAs identificados en los distintos rangos de
distancias a ORFs. El porcentaje acumulado muestra que la identificacio´n de ORFs
cercanas a un tRNA disminuye conforme nos alejamos de la regio´n codificante presente
en la sonda del macrochip.
Distancia N◦ total N◦ de tRNAs % de tRNAs % acumulado de
ORF-tRNA de tRNAs detectados detectados tRNAs detectados
0 8 8 100 -
1-100 7 6 86 86
101-200 72 43 60 64
201-300 53 17 32 50
301-400 39 9 23 44
Como la deteccio´n de una ORF que, por ejemplo, se encuentre a 100 pb de
un gen de tRNA implica que ese tRNA no tiene otra ORF ma´s pro´xima en el
otro sentido, si suponemos que el tRNA detectado es puntual, se puede asumir
que se encuentra en en el centro de una IGR de al menos 200 pb. Si se aplica
esta asuncio´n es posible calcular para este tipo de macrochips cua´les son las
probabilidades de deteccio´n de los tRNAs ( % acumulado de tRNAs detectados
en la tabla 4.3), o en general de proteı´nas asociadas a IGRs.
Se debe tener en cuenta que las IGRs en levadura presentan una distribucio´n
de taman˜os con un sesgo hacia longitudes de 150 a 800 pb (fig. 4.3). Esto impli-
ca que la mayor parte de las regiones interge´nicas tendra´n su punto central a una
distancia menor de 400 pb de una ORF. De los datos mostrados en la tabla 4.3 se
concluye que con el me´todo que se ha disen˜ado se han detectado el 100 % de los
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tRNAs que solapan con una ORF, y el 86 %, 64 %, 50 % y 44 % de los tRNAs
que se encuentran a una distancia igual o menor de 100 pb (equivalente a una
IGR de 200 pb), 200 pb (IGR de 400 pb), 300 pb (IGR de 600 pb) y 400 pb (IGR
de 800 pb), de una ORF, respectivamente. Por otro lado, en levadura los sitios
de unio´n de los reguladores transcripcionales no se encuentran uniformemente
distribuidos en las regiones interge´nicas. La distribucio´n presenta un pico afilado
alrededor de 180 pb upstream del sitio de comienzo de la transcripcio´n [246],
estando la mayorı´a de los sitios de unio´n concentrados entre 100 y 500 pb ups-
tream de la ORF. Estos hechos apuntan a un elevado porcentaje de e´xito en la
deteccio´n de esos sitos con nuestro me´todo.
En conclusio´n, nuestro experimento modelo ha permitido establecer que el
me´todo desarrollado con macrochips de ORFs de levadura puede utilizarse para
detectar proteı´nas unidas a IGRs. Adema´s hemos calculado el porcentaje de pro-
teı´nas detectadas en IGRs en funcio´n de la distancia a la sonda depositada en el
chip, lo que permite conocer la probabilidad de deteccio´n en futuros experimen-
tos. Es esperable que porcentajes de deteccio´n similares sean aplicables a otros
experimentos de ChIP-chip en los que las dianas no sean conocidas.
4.3.2. Sitios de unio´n de HATs en el genoma de levadura
Con el fin de determinar los sitios de unio´n de reguladores de la cromatina no
esenciales de S. cerevisiae, efectuamos una serie de experimentos de ChIP-chip
con el me´todo desarrollado. Se analizo´ la localizacio´n geno´mica de las HATs
que poseen actividad in vivo o in vitro sobre la histona H3, es decir, Gcn5, Elp3,
Hpa2, Sas3, Sas2 y Nut1. Para ello se emplearon versiones de estas proteı´nas
fusionadas a epı´topos HA o c-MYC.
Para estudiar si existen grupos de genes con patrones similares de asociacio´n
de HATs se empleo´ SOTA (Self Organizing Tree Algorithm), un algoritmo no
supervisado basado en redes neuronales que actu´a como un me´todo divisivo eje-
cutado de mayor a menor complejidad. El algoritmo calculo´ las distancias entre
genes usando el coeficiente de correlacio´n lineal y se restringio´ a nueve el nu´me-
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Figura 4.4. ´Arbol de las agrupaciones de genes segu´n su asociacio´n a seis HATs.
El programa Sotatree muestra los diez grupos en los que se distribuyeron los genes tras
el uso de Sotarray para aplicar el algoritmo SOTA (paquete GEPAS [267]). Se indica el
nu´mero de genes en cada grupo (N) y los perfiles de asociacio´n de las HATs Sas3, Gcn5,
Hpa2, Nut1, Elp3 y Sas2.
ro de ciclos de entrenamiento de modo que se obtienen diez agrupamientos de
genes, cada uno de distinta talla, segu´n su asociacio´n a las seis HATs (fig. 4.4).
Para evaluar si alguno de los diferentes patrones de asociacio´n de las HATs
(1-10 en fig. 4.4) se relacionan con funciones, procesos celulares o componentes
de la ce´lula, se analizo´ cada grupo con la herramienta web FuncAssociate. Esta
herramienta permite detectar categorı´as funcionales sobrerrepresentadas en un
grupo de genes. Efectivamente, a pesar de que los grupos 1, 5, 6 y 10 no mos-
traron sobrerrepresentados ningu´n atributo perteneciente a la clasificacio´n GO
(Gene Onthology), sı´ lo hicieron el resto de grupos. El grupo 2 de genes, que
presenta un patro´n de asociacio´n alto para Hpa2, Nut1 y un poco ma´s elevado
para Sas2, se vincula a actividad helicasa y actividad ATPasa. Por su lado, el
grupo 3, con un patro´n elevado de asociacio´n a Elp3, se vincula a actividades
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Figura 4.5. Relacio´n entre las seis HATs en cuanto a la unio´n a regiones del genoma
de levadura. El programa Sotarray utilizo´ un sistema secuencial jera´rquico aglomerativo
(UPGMA) para el agrupamiento de las HATs segu´n su unio´n a los genes.
acopladas a ATPasas, helicasas y relacionadas con el nu´cleo. Los genes que se
asocian ma´s fuertemente a Gcn5 y Sas2 (grupo 4), se relacionan con genes del
complejo sinaptonema1 y nucleolo, mientras que los que se asocian ma´s de´bil-
mente a estas HATs (grupo 9) so´lo se relacionan con actividad enzima´tica en
general. Los grupos 7 y 8, aunque similares en cuanto a que agrupan genes a los
que Sas3 y Gcn5 son las ma´s fuertemente asociadas, muestran enriquecimiento
en genes de distintas categorı´as. Cuando la intensidad de la unio´n de ambas es
similar (grupo 7), las ORFs se vinculan especialmente con funciones ribosoma-
les, y cuando la asociacio´n a Gcn5 es menor (grupo 8), a actividad redox y de
metabolismo de nucleo´tidos.
Al mismo tiempo que realizo´ los agrupamientos de los genes en funcio´n del
patro´n de asociacio´n de las HATs, el programa Sotarray tambie´n proporciono´ in-
formacio´n sobre las seis HATs en funcio´n de su asociacio´n al genoma (fig. 4.5).
Las HATs se separan en dos grandes grupos segu´n su asociacio´n a DNA; por un
lado Sas3p y Gcn5p, y por otro lado el resto. En el segundo grupo Nut1p y Hpa2p
exhiben un comportamiento similar, y Sas2p el comportamiento ma´s alejado.
1Complejo proteico que se forma entre dos cromosomas homo´logos durante la meiosis para
mediar el emparejamiento, la sinapsis y la recombinacio´n.
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Otra forma de estudiar las similitudes binarias en cuanto a las regiones a las
que se asocian las HATs fue el estudio del solapamiento de las zonas de unio´n de
las HATs. Para ello se comparo´ el conjunto de ORFs a los que se unio´ una HAT
concreta con el resto de conjuntos y se determino´ el nu´mero de coincidencias
entre cada pareja de enzimas (tabla 4.4).
Tabla 4.4. Solapamiento entre las regiones de unio´n de las distintas HATs ensaya-
das por ChIP-chip. Se detalla el nu´mero de ORFs asociadas a las subunidades catalı´ti-
cas con una ratio de unio´n igual o superior a 1.50 que solapan entre dos HATs, y abajo,
la probabilidad de que se produzca al azar ese nu´mero de coincidencias o superior cuan-
do se encuentra en negro, o de que se produzca ese nu´mero de coincidencias o menor si
se encuentra en rojo. La proteı´na Gcn5 se unio´ con una ratio mayor de 1.50 a 225 ORFs,
Elp3 a 255, Hpa2 a 464, Sas2 a 915, Sas3 a 335 y Nut1 a 309.
Gcn5 Elp3 Hpa2 Sas2 Sas3
Nut1 30 107 191 204 265.8×10−7 <10−20 <10−20 <10−20 0.015
Sas3 47 0 1 221.8×10−16 5.0×10−7 2.3×10−12 1.4×10−12
Sas2 64 188 3625.4×10−8 <10−20 <10−20
Hpa2 44 1601.7×10−9 <10−20
Elp3 281.1×10−7
Se evaluo´ la probabilidad de que se produjera al azar un nu´mero de coinci-
dencias igual o superior al observado utilizando la distribucio´n hipergeome´trica.
Tambie´n se estudio´ el solapamiento de dianas de las HATs a nivel de tres HATs
(ver fig. 4.6 a nivel ilustrativo), aunque las intersecciones observadas no indican
un solapamiento mayor de lo esperado al azar. En cuanto a las coincidencias bi-
narias, aunque el solapamiento entre los conjuntos de las ORFs a las que se unen
Sas3p y Elp3p y Hpa2p son excluyentes, y tampoco se produce un solapamiento
significativo entre las dianas de Nut1p y Sas3p, el resto de parejas de HATs com-
parten un nu´mero de dianas lo suficientemente alto como para ser significativo
estadı´sticamente. Esto apunta a una redundancia parcial en cuanto a las regiones
ocupadas por las HATs de levadura, lo que podrı´a indicar que estas actividades
ocupan regiones comunes. No obstante, la ocupacio´n en el genoma por Sas3p
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parece excluir a las HATs de la familia GNAT Hpa2p y Elp3p, pero no a Gcn5p.
Figura 4.6. Solapamiento entre las regiones codificantes asociadas a Gcn5p Sas3p
y Nut1p. Se muestran el nu´mero de ORFs asociadas a Sas3p, Gcn5p y Nut1p, y la
probabilidad de cada solapamiento en un diagrama en el que las a´reas son proporcionales
al nu´mero de elementos.
Relacio´n de las HATs con categorı´as funcionales de sus genes diana
Se sabe que los genes diana de algunas HDACs esta´n altamente asociados a
categorı´as funcionales concretas (Hst1p a genes de esporulacio´n y de la ruta de
la quinureı´na [247]), por lo que es interesante averiguar si en los conjuntos de
ORFs asociadas a HATs se detectaban categorı´as funcionales sobrerrepresenta-
das. Esto podrı´a indicar un papel de la actividad enzima´tica HAT en la regula-
cio´n de esas funciones. Por tanto se determinaron las categorı´as funcionales en
las que se encuentran enriquecidas las ORFs asociadas a cada HAT analizada
(tabla 4.5). Como el nu´mero de ORFs diana compartidas por las distintas HATs
generalmente es ma´s alto de lo esperable al azar (tabla 4.4), esto podrı´a indicar
que diversas HATs se asocian a las mismas categorı´as. Sin embargo, u´nicamente
Sas3p y Gcn5p comparten la mayor parte de las categorı´as sobrerrepresentadas
en sus genes diana, mientras que el resto de HATs se asocian a diversas cate-
gorı´as (tabla 4.4). Por otro lado, Hpa2p se asocia a ORFs relacionadas con la
actividad GTPasa, como factores de intercambio de nucleo´tidos y proteı´nas ac-
tivadoras de GTPasas. Por ejemplo, de los 31 genes de S. cerevisiae que han
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Tabla 4.5. Atributos de GO en los que se encuentran enriquecidos los conjuntos
de genes unidos por las distintas HATs. Se han listado las categorı´as en las que se
encuentran enriquecidos los genes a los que se une cada HAT con una ratio de unio´n
mayor de 1.50. Estas categorı´as se obtuvieron utilizando la herramienta web FuncAs-
sociate (http://llama.med.harvard.edu/cgi/func/funcassociate). So´lo se han mostrado las
tres categorı´as con los valores P ma´s significativos para cada HAT.
HAT Atributos GO (P)
Gcn5
ribosoma citoso´lico (3.6×10−26)
ribosoma (1.1×10−23)
constituyentes estructurales del
ribosoma/proteı´nas estructurales (1.7×10−21)
Elp3 -
Hpa2
actividad reguladora, o de interaccio´n,
con pequen˜a GTPasa (3.7×10−8)
actividad reguladora GTPasa (1.1×10−7)
actividad activadora GTPasa (5.9×10−6)
Sas3
ribosoma citoso´lico (3.2×10−29)
ribosoma (8.6×10−28)
constituyentes estructurales del
ribosoma/proteı´nas estructurales (1.1×10−24)
Sas2
reparacio´n no recombinatoria de DNA (2.5×10−5)
actividad proteasa especı´fica de ubicuitina (2.8×10−5)
reparacio´n de doble hebra via
unio´n de extremos no homo´logos (5.8×10−5)
Nut1 -
sido asignados por el proyecto GO a la funcio´n activadora de GTPasas, 11 se en-
cuentran en el conjunto de los 464 genes asociados a Hpa2p. Esta es la primera
vez que se sugiere una funcio´n de este tipo para Hpa2p. Sas2p, por su parte se
relaciona con las funciones de reparacio´n de DNA y de actividad proteasa es-
pecı´fica de ubicuitina. La proteı´na Sas2p habı´a sido descrita como una actividad
que acetila la lisina 16 de la histona H4 en regiones proximales a los telomeros
silenciados para prevenir la asociacio´n de la proteı´na Sir3, y por tanto, la expan-
sio´n del silenciamiento desde los telo´meros [70]. Su vı´nculo con la reparacio´n
del DNA y con la actividad proteasa especı´fica de ubicuitina tampoco habı´a sido
166 Resultados y discusio´n
identificado previamente.
Por u´ltimo, ni Elp3p ni Nut1p se encuentran asociadas a categorı´as funcio-
nales de GO (tabla 4.5). Esto estarı´a de acuerdo con un estudio anterior sobre
Elp3p [268], en el que no se consiguio´ localizar varios componentes del comple-
jo Elongador, entre ellos Elp3p, mediante experimentos de ChIP individuales, ni
tampoco detectar enriquecimiento de genes mediante ChIP-chip de Elp1p (com-
pan˜era de Elp3p en Elongador). Sorprendentemente ese mismo trabajo detecta
la presencia de tres de los componentes del complejo Elongador (Elp1p, Elp2p
y Elp3p) en citoplasma mediante microscopı´a de fluorescencia. Por otro lado, la
proteı´na Nut1 forma parte del complejo Mediador, que consta de 21 subunidades
y al menos de tres mo´dulos estructurales [269]. El gran taman˜o del complejo Me-
diador, y el hecho de que la subunidad Nut1/Med5 no interaccione directamente
con el DNA, podrı´a haber dificultado la inmunoprecipitacio´n. Por ejemplo en el
caso del complejo HDAC que contiene Rpd3p, se ha demostrado un problema
similar [50]. Tampoco se encuentra ninguna relacio´n entre los genes infraexpre-
sados en ce´lulas nut1∆ [269], y aquellos genes a los que Nut1p se asocia segu´n
nuestros datos.
4.3.2.1. Sas3p y Gcn5p son funcionalmente equivalentes
El elevado nu´mero de genes diana comunes (tabla 4.4), y el hecho de que los
genes a los que se asocian tanto Sas3p como Gcn5p se encuentran enriquecidos
en categorı´as funcionales virtualmente ide´nticas (tabla 4.5), sugiere que ambas
HATs podrı´an asociarse a regiones similares. Tambie´n las 47 ORFs coinciden-
tes observadas entre Sas3p y Gcn5p muestran un enriquecimiento en categorı´as
similares (ribosoma (6.8×10−17), ribosoma citoso´lico (9.4×10−16) y complejo
de ribonucleoproteı´na (8.4×10−14)). Efectivamente, cuando se analizo´ la corre-
lacio´n entre los lugares de unio´n de Gcn5p y de Sas3p se observa una fuerte
correlacio´n positiva (fig. 4.7), indicando que existe una tendencia de ambas pro-
teı´nas hacia ocupar las mismas regiones del genoma en levadura.
Como ambas HATs se asocian a genes relacionados con el ribosoma, que
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son activamente transcritos en la ce´lula [270], es posible que exista una vincu-
lacio´n entre la unio´n de Sas3p y Gcn5p, y la transcripcio´n. De hecho, Gcn5p
se ha hallado asociada a genes codificantes de proteı´nas activos transcripcio-
nalmente en un trabajo previo que analizo´ la localizacio´n geno´mica de Gcn5p
mediante ChIP-chip [247]. Adicionalmente, el grupo 7 de los genes que se aso-
cian preferentemente con ambas HATs, tambie´n muestra un fuerte vı´nculo con
la subunidad ribosomal grande.
Figura 4.7. Correlacio´n entre las ocupaciones de las HATs Sas3p y Gcn5p. La ocu-
pacio´n de ambas HATs fue calculada computando la mediana mo´vil de la ratio de unio´n
sobre una ventana deslizante de 100 genes a lo largo del conjunto de todos los genes
ordenados por ratio. So´lo se tuvieron en cuenta para la representacio´n las ORFs que
mostraron una ratio de unio´n superior a 1.50. La ocupacio´n de Sas3p fue representada
en funcio´n de la de Gcn5p, obtenie´ndose un coeficiente de correlacio´n (r) de 0.91.
Se ha postulado que cuando un regulador de la cromatina esta´ asociado a la
mayorı´a, o a todos los genes transcripcionalmente activos [247, 248], es lo´gico
suponer que la ocupacio´n de estos genes por el regulador se correlacionara´ con
las tasas transcripcionales. Una correlacio´n de este tipo se ha descrito para los
casos de Gcn5p y Esa1p [247] y de la histona metiltransferasa Set1p [134]. Los
reguladores que actu´an de manera que su unio´n a cromatina se correlaciona con
la tasa de transcripcio´n se han denominado generales, mientras que aquellos en
los que no ocurre esto se clasifican como especı´ficos de genes (como el comple-
jo remodelador RSC [248]). Para averiguar si estas correlaciones se daban en el
caso de nuestras actividades HAT, se realizo´ una representacio´n de la tendencia
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de unio´n de cada HAT frente a la tasa de transcripcio´n. Los resultados indican
que la asociacio´n de Sas3p y Gcn5p a genes codificantes de proteı´nas, esta´ clara-
mente correlacionada con las tasas de transcripcio´n obtenidas a partir del trabajo
de Holstege et al. [270] (fig. 4.8)2. Estos resultados (fig. 4.8) son la primera evi-
dencia de que Sas3p podrı´a comportarse como un activador general, al igual que
Gcn5p. La relevancia de este descubrimiento se debe a que Sas3p, que es la sub-
unidad catalı´tica del complejo NuA3, habı´a sido vinculada con el silenciamiento
transcripcional [68].
Figura 4.8. Correlaciones entre la ocupacio´n de Gcn5p y Sas3p y las tasas de trans-
cripcio´n. La ocupacio´n fue obtenida computando la mediana mo´vil de la ratio de unio´n
sobre una ventana deslizante de 100 genes a lo largo del conjunto de todos los genes or-
denados por tasa de transcripcio´n. La tasa de transcripcio´n segu´n el trabajo de Holstege
et al. [270], fue tambie´n transformada como una mediana mo´vil de los valores para cada
gen sobre una ventana mo´vil de 100 genes a lo largo de ellos.
Por otra parte, el resultado obtenido con Gcn5p confirma las conclusiones ob-
tenidas empleando una metodologı´a de ChIP-chip con microchips de IGRs [247],
y por tanto valida nuestro me´todo con macrochips de ORFs para investigar la lo-
calizacio´n de reguladores de la cromatina.
Se conocı´a previamente que la delecio´n conjunta de SAS3 y GCN5 es sinte´ti-
ca letal debido a la pe´rdida de la actividad HAT de estas proteı´nas [79]. Este
hecho y los datos mostrados en este trabajo, sugieren que Gcn5p y Sas3p ejer-
cen funciones solapantes en la acetilacio´n de histonas que son esenciales para
el ciclo celular. Los datos aquı´ mostrados apoyan un modelo en el que Gcn5p y
Sas3p actu´an como activadores generales de un conjunto de genes intensamente
transcritos, siendo muchos de ellos coincidentes.
2Y tambie´n cuando se usaron las tasas de transcripcio´n obtenidas de experimentos de genomic
run on [271].
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4.3.3. Asociacio´n de Sas3p y Gcn5p a cromatina acetila-
da en la lisina 14 de la histona H3 in vivo
Dado que tanto Gcn5p [272, 47, 179] como Sas3p [79], han sido descritas
como HATs cuya actividad in vitro se dirige fundamentalmente hacia la lisina
14 de H3 (H3K14), centramos nuestro estudio en la relacio´n de ambas HATs
con la acetilacio´n de esta posicio´n. Se realizo´ el mapeo de las regiones aceti-
ladas empleando un anticuerpo especı´fico contra H3K14 acetilada (H3K14ac),
observa´ndose que la ocupacio´n de Sas3p y Gcn5p y la acetilacio´n de esta posi-
cio´n se encuentran fuertemente correlacionadas (fig. 4.9).
La acetilacio´n de H3K14 ha sido correlacionada con la tasa de transcrip-
cio´n en dos trabajos recientes [255, 252], a pesar de que en un trabajo anterior
a estos no se hallara esta correlacio´n [168]. Cuando se representa la fraccio´n
de histona H3 acetilada en funcio´n de la tasa de transcripcio´n, se observa una
correlacio´n positiva (fig. 4.10), que no se produce cuando se utiliza un control
de DNA procedente de una inmunoprecipitacio´n sin anticuerpo equivalente al
control empleado por [168]. Las ratios se calcularon como el cociente entre el
nivel de acetilacio´n en H3K14 obtenido con α-H3K14ac, y la cantidad absolu-
ta de histona H3 obtenida con un anticuerpo que reconoce el extremo carboxilo
terminal de la histona H3, independientemente de su estado de modificacio´n (α-
H3-Ct). Este resultado confirma de nuevo la calidad del me´todo, y su capacidad
para realizar mapeos geno´micos de modificaciones postraduccionales de las his-
tonas. Adema´s, tambie´n relaciona la acetilacio´n de H3K14, de la que Sas3p y
Gcn5p son presumiblemente responsables, con la actividad transcripcional.
De hecho, resultados similares habı´an mostrado anteriormente una correla-
cio´n positiva entre la localizacio´n geno´mica de Gcn5p, la acetilacio´n de H3K14
y la actividad transcripcional [255]. La clara correlacio´n entre la localizacio´n de
ambas HATs y la acetilacio´n de H3K14 sugiere que Gcn5p y Sas3p puedan ser
las principales responsables de esta modificacio´n in vivo. Sas3p es la subunidad
catalı´tica de NuA3, que acetila H3K14, y en menor medida H3K23 [79]. Gcn5p
recombinante acetila fundamentalmente H3K14 in vitro [272, 47], y cuando for-
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Figura 4.9. Correlacio´n entre la acetilacio´n de la posicio´n H3K14 y la localizacio´n
geno´mica de Gcn5p y Sas3p. La ocupacio´n por Gcn5p (A) y Sas3p (B) fue calculada
como en la fig. 4.8, y so´lo se tuvieron en cuenta aquellas ORFs con una ratio mayor de
1 para representar la tendencia de las asociadas a las HATs. La acetilacio´n en H3K14
fue obtenida como la ratio de dos experimentos de ChIP-chip. En el primero se inmuno-
precipito´ el extracto con α-H3K14ac, y en el segundo con un anticuerpo que reconoce
el extremo carboxilo terminal de H3. Las ratios fueron calculadas para cada ORF, y su
mediana mo´vil fue obtenida para una ventana deslizante de 100 ORFs ordenadas por
ocupacio´n de Gcn5p (A) o de Sas3p (B).
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Figura 4.10. Correlacio´n positiva entre la tasa transcripcional y la acetilacio´n de
la lisina 14 de la histona H3. Las ratios para cada ORF fueron calculadas a partir de
experimentos de ChIP-chip que inmunoprecipitaron H3K14 acetilada (α-H3K14ac) y
H3 total (α-H3 carboxilo terminal) de una cepa silvestre (BY4742), y la tasa de trans-
cripcio´n fue computada como en la fig. 4.8.
ma parte de los complejos ADA y SAGA acetila H3K14 ma´s que H3K18, y a
su vez ma´s que H3K9 y H3K23 en nucleosomas in vitro [179]. Sin embargo, en
trabajos de otros autores no se ha encontrado dependencia entre la acetilacio´n de
H3K14 y la delecio´n de GCN5 en determinadas regiones del genoma [273, 274].
El no hallar una fuerte disminucio´n de la acetilacio´n en esta posicio´n en determi-
nados genes puede deberse, por un lado a que es posible que no todos los genes
posean una acetilacio´n importante de H3K14, o bien, precisamente, a la redun-
dancia funcional entre Sas3p y Gcn5p. Si esta modificacio´n es importante para el
establecimiento de un estado transcripcional activo, resulta lo´gico que exista una
HAT que pueda suplir la funcio´n de la otra. De hecho, de las HATs cuyo sustrato
es la histona H3, u´nicamente la combinacio´n de la mutacio´n de estos dos genes,
SAS3 y GCN5, es letal sinte´tica debida a la pe´rdida de la actividad HAT [79].
Tambie´n se ha descrito que la mutacio´n de H3K14 en una cepa gcn5∆ produce
un defecto de crecimiento severo y una acumulacio´n de ce´lulas en la transicio´n
G2/M [275], lo que sugiere que la acetilacio´n de esta posicio´n es importante para
la viabilidad.
Para investigar el efecto de la delecio´n de estas HATs en el nivel de ace-
tilacio´n geno´mico de H3K14, se inmunoprecipitaron las regiones acetiladas en
esa posicio´n en las cepas mutantes. Esto permite realizar una representacio´n del
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cambio de acetilacio´n de H3K14 de las cepas mutantes frente a la unio´n de la
proteı´na etiquetada (fig. 4.11). La fig. 4.11 muestra una clara correlacio´n entre
el descenso de la acetilacio´n de la H3K14 y la localizacio´n geno´mica de Gcn5p.
En una cepa mutante gcn5∆ las regiones que se encuentran en general enrique-
cidas en la modificacio´n H3K14ac, son aquellas en las que la proteı´na Gcn5p se
asociaba con menor intensidad en la cepa silvestre. Los datos representados en
la fig. 4.11 constituyen una prueba importante de que Gcn5p es capaz de acetilar
in vivo esta posicio´n, aunque evidentemente tambie´n puede estar implicada en la
acetilacio´n de otras posiciones.
Figura 4.11. Correlacio´n entre la localizacio´n geno´mica de Gcn5p y Sas3p y el
cambio de acetilacio´n en H3K14 en sus correspondientes mutantes. La ocupacio´n
de ambas HATs fue calculada como en la fig. 4.8, y la tasa de variacio´n del nivel de
acetilacio´n en H3K14 fue calculada como la ratio de la sen˜al obtenida para el enrique-
cimiento en la cepa mutante y la silvestre. Estas ratios fueron ordenadas en funcio´n de
la localizacio´n geno´mica de las HATs, y la mediana mo´vil de 100 ORFs fue computada
de modo similar a las de figuras anteriores.
Sorprendentemente los resultados obtenidos muestran que la acetilacio´n de
H3K14 en el mutante sas3∆ varı´a en el sentido contrario al observado con gcn5∆
(fig. 4.11). En este caso, a mayor intensidad de la unio´n de Sas3p al DNA (ma-
yor ratio), mayor nivel de acetilacio´n de H3K14 en la cepa sas3∆ respecto a
la silvestre. Esto implica que las regiones a las que Sas3p se une en las condi-
ciones normales de nuestro estudio, son aquellas que muestran un incremento
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en la ratio de acetilacio´n de H3K14 en la cepa sas3∆. Explicar estos resultados
es complejo, pero una interpretacio´n posible es que las regiones que habitual-
mente son acetiladas por Sas3p, en ausencia de e´sta son acetiladas por otra HAT
ma´s activa, con una especificidad similar, posiblemente Gcn5p. Esto estarı´a de
acuerdo con la redundancia funcional previamente comentada. Una explicacio´n
a estos hechos serı´a que la presencia de Sas3p evita la asociacio´n de Gcn5p a
sus dianas potenciales, “inhibiendo” su actividad. Sas3p podrı´a acetilar las posi-
ciones H3K14 y H3K23 en la cepa silvestre, y en su ausencia Gcn5p acetiları´a
fuertemente H3K14, pero no H3K23.
Los resultados sobre la variacio´n del nivel de acetilacio´n en H3K14 en el
mutante sas3∆ respecto de la cepa silvestre tambie´n se analizaron midiendo el
nivel de significancia mediante un test Z para datos independientes. Este ana´lisis
determino´ que 434 genes poseen un nivel de acetilacio´n significativamente me-
nor en la cepa mutante. Al examinar las categorı´as funcionales en las que este
grupo de genes se encuentra enriquecido, se observa una marcada tendencia a es-
tar relacionadas con procesos de divisio´n celular (tabla 4.6). Este hecho sugiere
que Sas3p se encuentra vinculada in vivo a la regulacio´n de procesos relaciona-
dos con la progresio´n en el ciclo celular, posiblemente a trave´s de la acetilacio´n
de H3K14. Efectivamente Sas3p, una HAT implicada en mu´ltiples procesos de
regulacio´n de la cromatina, como el silenciamiento transcripcional [68], tambie´n
se habı´a visto involucrada en la regulacio´n del ciclo celular junto a Gcn5p [79].
Tabla 4.6. Categorı´as funcionales GO enriquecidas en los genes que disminuye-
ron significativamente su nivel de H3K14 en el mutante sas3∆. Se muestran las seis
categorı´as con los valores P ma´s significativos obtenidas en la herramienta web FuncAs-
sociate, el nu´mero de genes total de cada categorı´a, y los hallados dentro de la lista de
474 genes hipoacetilados.
Atributo GO Nu´mero total Nu´mero de Valor P
de genes genes
Ciclo celular/Ciclo divisio´n celular 397 54 2.8×10−7
Ciclo celular mito´tico 233 37 5.8×10−7
Gemacio´n 77 18 2.2×10−6
Desarrollo 365 48 3.7×10−6
Reproduccio´n 251 36 9.5×10−6
Membrana plasma´tica 232 34 1.1×10−6
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Tabla 4.7. Categorı´as funcionales GO enriquecidas en los genes que disminuyeron
en 1.50 veces su nivel de acetilacio´n en H3K14 en el mutante gcn5∆. Se muestran
las seis categorı´as con los valores P ma´s significativos obtenidas en la herramienta web
FuncAssociate, el nu´mero de genes total de cada categorı´a, y los hallados dentro de la
lista de 441 genes hipoacetilados.
Atributo GO Nu´mero total Nu´mero de Valor P
de genes genes
Exportacio´n nuclear 83 19 1.8×10−6
Transporte nuclear 99 21 2.0×10−6
Transporte nucleocitopla´smico 105 21 5.4×10−6
Localizacio´n RNA 81 18 5.4×10−6
Posicionamiento RNA 70 16 1.2×10−5
Transporte a´cido nucleico 70 16 1.2×10−5
Cuando se examinaron del mismo modo los genes que disminuyen al menos
1.5 veces su acetilacio´n en H3K14 en la cepa mutante gcn5∆, se observaron cate-
gorı´as GO distintas (tabla 4.7). En este caso, la exportacio´n nuclear es el proceso
que predomina en todas las categorı´as sobrerrepresentadas en los genes hipoa-
cetilados. Esto resulta interesante si se tiene en cuenta que se ha encontrado un
vı´nculo fı´sico entre la exportacio´n de mRNA y el complejo SAGA [185]. Segu´n
este hallazgo, la proteı´na Sus1, que forma parte de la maquinaria de exportacio´n
nuclear asociada al poro, tambie´n se ha encontrado formando parte de SAGA.
Podemos concluir que tanto Gcn5p como Sas3p son HATs cuya unio´n al ge-
noma se asocia con la acetilacio´n de H3K14 y con la actividad transcripcional.
Se ha descrito que la acetilacio´n de esta posicio´n esta´ incrementada en la regio´n
codificante central de los genes [252]. Adema´s, la fuerte correlacio´n entre la aso-
ciacio´n a Gcn5p y la disminucio´n de la acetilacio´n de H3K14 en la cepa gcn5∆
sugiere que esta HAT es responsable de esta acetilacio´n, junto con Sas3p, que po-
siblemente no posee una actividad tan intensa como la de la primera. De hecho,
un estudio muy reciente no ha detectado cambios significativos en los niveles
de expresio´n globales de una cepa mutante sas3∆ [189], lo que estarı´a de acuer-
do con un menor impacto sobre el nivel de acetilacio´n por la pe´rdida de SAS3.
Sas3 (subunidad catalı´tica de NuA3 [74]) fue implicada originalmente en silen-
ciamiento transcripcional [68]. In vitro acetila preferencialmente la lisina 14 y en
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menor medida la lisina 23 de la histona H3 nucleosomal [74]. La letalidad sinte´ti-
ca de gcn5∆sas3∆ por la pe´rdida de actividad HAT de ambas proteı´nas [79], hace
pensar que la modificacio´n producida por estas HAT es importante para la viabi-
lidad celular. Por u´ltimo, se ha visto que los genes ma´s afectados por la mutacio´n
de SAS3 en cuanto a disminucio´n de sus niveles de acetilacio´n son aquellos rela-
cionados con la divisio´n y el ciclo celular, mientras que los ma´s afectados por la
de GCN5 estaban vinculados con transporte de mRNA.
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Figura 4.12. Correlacio´n entre la ocupacio´n de Sas2p, Elp3p, Hpa2p y Nut1p, y la
tasa de transcripcio´n. Las ratios de unio´n y las tasas de transcripcio´n fueron obtenidas
de manera ana´loga a las de la fig. 4.8.
Figura 4.13. Ana´lisis mediante ChIP-chip de la asociacio´n de Sas2p a los marcos
de lectura abiertos del cromosoma VI. Se ha representado la ratio de unio´n para cada
ORF en funcio´n de su posicio´n en el cromosoma. Se tomo´ la mediana de una ventana
mo´vil de 10 ORFs para suavizar la representacio´n. Un cuadrado negro marca la posicio´n
del centro´mero.
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4.3.4. Asociacio´n de Hpa2p, Elp3p, Nut1p y Sas2p a cro-
matina, activacio´n transcripcional y acetilacio´n en
la lisina 14 de H3
Con el fin de averiguar si alguna de las otras HATs con especificidad sobre la
histona H3 posee una distribucio´n geno´mica vinculada a la tasa de transcripcio´n
, como en el caso de Sas3p y Gcn5p (fig. 4.3.4), se ha hecho un estudio similar
de las HATs Hpa2p, Elp3p, Nut1p y Sas2p. En este caso, Hpa2p, Nut1p y Sas2p
no muestran correlacio´n, lo cual indica que ninguna de ellas es un activador
transcripcional general. Efectivamente, las ORFs dianas de estas HATs no se
encuentran entre los genes con una mayor actividad transcripcional celular.
Sin embargo, Elp3p muestra una modesta tendencia a unirse a regiones con
mayor tasa de transcripcio´n, como podrı´a esperarse de su condicio´n de compo-
nente de la RNA polimerasa elongante [226], aunque la correlacio´n es menor
que la mostrada por Gcn5p y Sas3p (fig. 4.8).
La falta de correlacio´n de la unio´n de Nut1p con la actividad transcripcional
resulta sorprendente para una proteı´na con actividad HAT que forma parte del
Mediador. No obstante un trabajo muy reciente obtuvo un resultado similar em-
pleando diversas subunidades del complejo para su localizacio´n geno´mica [276].
Este trabajo ha descubierto que la asociacio´n del Mediador se produce tanto en
regiones upstream de genes activos, como de genes inactivos transcripcional-
mente, y tambie´n a regiones codificantes de ciertos genes. Se ha propuesto que
el Mediador podrı´a estar actuando como plataforma para la unio´n de la RNA po-
limerasa II inactiva en fase estacionaria, o bien el Mediador pre-reclutado podrı´a
facilitar la ra´pida induccio´n de genes en respuesta a cambios ambientales, lo cual
darı´a cuenta de la nula correlacio´n con la tasa transcripcional encontrada.
Sas2p, por su lado, es una HAT cuya funcio´n ha sido relacionada con el blo-
queo de la propagacio´n de las regiones heterocromatı´nicas, a trave´s de la acetila-
cio´n de la posicio´n 16 de la histona H4, la cual serı´a desacetilada por Sir2p [70].
La posicio´n H4K16 acetilada impide la unio´n de la proteı´na silenciadora Sir3, y
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protege las regiones pro´ximas a los telo´meros de la represio´n mediada por la aso-
ciacio´n de proteı´nas Sir. Una posible razo´n que explicarı´a la falta de correlacio´n
entre la asociacio´n de Sas2p y la activacio´n transcripcional a nivel geno´mico
(fig. 4.3.4), es que Sas2p actu´a principalmente a nivel de las regiones subte-
lome´ricas, lo que impide observar una tendencia geno´mica general. Sin embargo
tampoco se detecta un enriquecimiento especı´fico de esta proteı´na en regiones
subtelome´ricas (fig. 4.13), indicando que tal vez la asociacio´n es transitoria, o
que las sondas del macrochip no son adecuadas para investigar regiones cerca-
nas a los telo´meros.
Por tanto nuestros datos no permiten correlacionar a Sas2p, Nut1p o Hpa2p
con la actividad ge´nica, aunque sı´ se observa una correlacio´n entre la unio´n al
genoma de Elp3p y la tasa de transcripcio´n. Para determinar si la funcio´n de
alguna de estas HATs estuviera vinculada a la acetilacio´n de la posicio´n H3K14,
se represento´ la ratio de la uno´n de e´stas en funcio´n del nivel de acetilacio´n en
aquella posicio´n (fig.4.14).
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Figura 4.14. Niveles de acetilacio´n de H3K14 y asociacio´n de Sas2p, Nut1p, Elp3p
y Hpa2p. Se han representado las ratios de unio´n de las distintas HATs y el nivel de
acetilacio´n de H3K14 de igual modo que en la fig. 4.9.
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Se observa que ninguna de las HATs se asocia a regiones especialmente ace-
tiladas en H3K14, e incluso se detecta una correlacio´n negativa, un poco ma´s
acusada en el caso de Hpa2p. Este resultado indica que las regiones del genoma
a las que se unen poseen niveles de acetilacio´n en H3K14 menores que los del
resto de la cromatina.
A pesar de que no se hallara una asociacio´n fı´sica entre las regiones acetila-
das en H3K14 y las cuatro HATs estudiadas, se llevo´ a cabo un ana´lisis ChIP-chip
en cepas mutantes en estas HATs para examinar el posible cambio de acetilacio´n,
en el caso hubiera alguna relacio´n indirecta.
Figura 4.15. Variacio´n en los niveles de acetilacio´n en H3K14 de mutantes sas2∆,
nut1∆, elp3∆ y hpa2∆ en las ORFs a las que se asocian estas HATs. La extensio´n
de la unio´n al genoma de las HATs fue calculada como en la fig. 4.8, y la ratio de la
sen˜al obtenida para la acetilacio´n en H3K14 en la cepa mutante y la silvestre fueron
calculadas, para posteriormente representar las medianas de ventanas mo´viles de 100
ORFs. Las ratios de unio´n fueron ordenadas en funcio´n de la variacio´n de la acetilacio´n,
y tambie´n fue calculada la mediana mo´vil de 100 ORFs.
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En la fig. 4.15 se representa la ratio de unio´n de cada HAT en funcio´n de
la ratio de acetilacio´n mutante/salvaje. Los resultados obtenidos demuestran que
en Nut1p, Sas2p y Hpa2p, la variacio´n de la acetilacio´n no muestra correlacio´n
con la intensidad de la unio´n. Sin embargo, regiones que se asocian de´bilmente
a Sas2p muestran incrementos de acetilacio´n en la cepa sas2∆ respecto de la
silvestre. Se ha descrito que cepas que han sufrido una mutacio´n en H4K16R, que
produce un fenotipo similar a la mutacio´n de SAS2, muestran una acetilacio´n de
H3K14 disminuida en regiones cercanas al telo´mero [69]. No obstante, nuestros
resultados indicarı´an lo contrario, si bien es cierto que un efecto local en las
regiones telome´ricas puede diluirse cuando se analizan los datos del genoma
completo de S. cerevisiae.
Se puede concluir que no hay indicios de que las HATs Sas2p, Nut1p y
Hpa2p se encuentren relacionadas con la acetilacio´n de H3K14. Aunque la mu-
tacio´n de SAS2 produce un incremento de la acetilacio´n en las regiones a las que
se asocia esta HAT es probable que se trate de un efecto indirecto. Hpa2p sigue
siendo la HAT de la que menor informacio´n se posee y, a pesar de que una de
las posiciones que acetila in vitro sea H3K14 [228], no se ha logrado correlacio-
nar su presencia con esta modificacio´n, ni su ausencia con una disminucio´n en
el nivel de acetilacio´n de las regiones ocupadas por ella. Nut1p se encuentra en
un gran complejo, el Mediador, que posee mu´ltiples funciones y se asocia al ho-
loenzima de la RNA polimerasa II, aunque no parece seguir un modelo tı´pico de
activacio´n transcripcional por reclutamiento segu´n los resultados aquı´ obtenidos
y los de otros [276]. Elp3p podrı´a acompan˜ar a la RNA polimerasa II en la etapa
de elongacio´n de regiones codificantes, como apuntan nuestros resultados. Elp3p
posee la capacidad de acetilar H3K14 in vitro [277], aunque tambie´n puede ace-
tilar H4K8, modificacio´n que se ha descrito recientemente como dependiente de
la transcripcio´n [189]. Este descubrimiento podrı´a resultar interesante, puesto
que la acetilacio´n de esa posicio´n podrı´a depender de la metilacio´n de H3K4, y
vincuları´a otra HAT a la metilacio´n, como ya se ha visto que ocurre en el caso de
otras HATs [138, 139, 136]. Por ejemplo NuA4 es una HAT que produce la ace-
tilacio´n de H4K8, la cual es dependiente de componentes de complejos HMTs
como Spp1p, Set1p y Set2p, responsables de la di- y trimetilacio´n de las lisinas
4 y 36 de la histona H3 [139].
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“Millions long for immortality who do not know what to do with themsel-
ves on a rainy Sunday afternoon.”
Susan Ertz
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5.1 Antecedentes
5.1.1. El envejecimiento en levadura y la cromatina
Tras los espectaculares avances de la medicina en las u´ltimas de´cadas y la
mejora de la calidad de vida, la mediana de la edad de los habitantes de los
paı´ses ma´s desarrollados ha pasado de 29 an˜os en 1950, a 37 en el 2000, y se
calcula que sera´ de 45 en el 2050 [278]. Ası´, los estudios sobre los mecanismos
subyacentes del envejecimiento cobran cada vez mayor importancia en nuestra
sociedad. Dado que se han descubierto rutas conservadas en todos los eucario-
tas que regulan la velocidad del envejecimiento [279], S. cerevisiae ha sido muy
empleada como modelo en estudios de envejecimiento y regulacio´n de la longe-
vidad. En levadura se han definido dos modos de medir la senescencia: la vida
media replicativa y la vida media cronolo´gica. La vida media replicativa es el
nu´mero de divisiones que una ce´lula individual sufre antes de morir. Una carac-
terı´stica que distingue a S. cerevisiae de otros eucariotas simples es que la ce´lula
progenitora, o madre, es fa´cilmente diferenciable de sus descendientes a causa
de la divisio´n celular asime´trica. La ce´lula hija recie´n formada es habitualmente
ma´s pequen˜a que la ce´lula que la ha producido, lo que permite su separacio´n
en ensayos de esperanza de vida. La vida media cronolo´gica, por su lado, es el
perı´odo de tiempo que una poblacio´n de ce´lulas de levadura permanece viable
tras la privacio´n de nutrientes sin sufrir divisiones celulares.
La inestabilidad geno´mica ha sido identificada como una de las mayores cau-
sas del envejecimiento o senescencia, y se han descrito al menos una docena de
genes de longevidad que la suprimen en levadura [279]. De hecho, una de las
primeras observaciones sobre mutantes de levadura longevos revelo´ que, adema´s
de ser resistentes a diversos estreses, un gran nu´mero de ellos muestran afectados
procesos relacionados con la formacio´n de la heterocromatina [280]. Es por tanto
relevante que Sir2p, la HDAC dependiente de NAD+ clave en el silenciamiento,
tambie´n sea importante para el mantenimiento de la vida media silvestre [281].
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La relacio´n entre la acetilacio´n de histonas y la senescencia ha sido sugerida por
la observacio´n de varias mutaciones en HDACs que afectan a la vida media. Por
ejemplo, la delecio´n de SIR2 acorta la vida media [282], mientras que la sobre-
exprexio´n de SIR2 [283, 282] y la delecio´n de RPD3 la alarga [283].
Se cree que la funcio´n de Sir2p en el silenciamiento del rDNA es crucial pa-
ra promover la longevidad de la levadura [284]. Sir2p reprime la recombinacio´n
homo´loga de las 100-200 copias en ta´ndem de rDNA del cromosoma XII [285],
que de otro modo dan lugar a la formacio´n de cı´rculos de rDNA extracromoso´mi-
cos. Estos cı´rculos de rDNA se segregan preferentemente en las ce´lulas madre
y contienen ARS (Autonomously Replicating Sequence) que les permiten repli-
carse durante la fase S [286]. Los cı´rculos de rDNA se acumulan en las ce´lulas
madres conforme envejecen, y se piensa que desencadenan la muerte porque,
debido a su abundancia, secuestran factores de transcripcio´n o replicacio´n vita-
les [287].
La restriccio´n calo´rica, definida como la limitacio´n en la cantidad de glucosa
disponible en el medio de cultivo de la levadura, tambie´n produce un alarga-
miento de la vida media [288]. Se ha sugerido que la restriccio´n calo´rica activa
la enzima Sir2p. En esta ruta, la restriccio´n calo´rica produce que S. cerevisiae
abandone la fermentacio´n, e incremente el consumo de oxı´geno y la respira-
cio´n, de modo que obtiene 16 mole´culas de ATP, en lugar de 2 [289] por cada
mole´cula de glucosa. El cambio a respiracio´n desencadena una disminucio´n de
NADH [290], que es un inhibidor competitivo de Sir2p, lo cual incrementa la ac-
tividad de la enzima y producirı´a el incremento de esperanza de vida observado.
Un modelo distinto ha subrayado el papel de la ruta de recuperacio´n de NAD+
en la restriccio´n calo´rica [291]. La enzima Pnc1p que cataliza la formacio´n de
NAD+ a partir de los productos de su rotura (nicotinamida y ADP-ribosa), se
activa en condiciones de limitacio´n calo´rica y la mutacio´n PNC1 elimina la ca-
pacidad de la restriccio´n calo´rica de aumentar la esperanza de vida [292]. Ma´s
recientemente otro estudio ha descrito que el alargamiento de la esperanza de
vida por restriccio´n calo´rica es independiente de SIR2 [293]. La conclusio´n que
se extrae de los modelos propuestos, es que el mecanismo por el que la restric-
cio´n calo´rica regula la longevidad puede no ser u´nico, y depender de varias rutas
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independientes.
5.1.2. El silenciamiento y la acetilacio´n de histonas
En S. cerevisiae tres dominios cromoso´micos se encuentran sujetos a silen-
ciamiento. Estos son el rDNA, los loci HM y las regiones telome´ricas [294, 295,
296]. El silenciamiento transcripcional en levadura se considera un modelo de
formacio´n y mantenimiento de heterocromatina, caracterizado por una falta de
actividad transcripcional, herencia epigene´tica de los estados transcripcionales y
replicacio´n tardı´a. Adema´s, el DNA silenciado forma estructuras ma´s cerradas,
y una cromatina inaccesible a nucleasas y otras enzimas [297, 295]. Uno de los
factores reguladores del silenciamiento ma´s estudiados es la HDAC dependiente
de NAD+ Sir2p [298, 281]. Esta proteı´na filogene´ticamente conservada, fun-
ciona junto con la proteı´na nucleolar Net1 para silenciar el rDNA [299], y en
un complejo con Sir3p y Sir4p para silenciar los loci de determinacio´n sexual
silenciados y los telo´meros. Se cree que el establecimiento del silenciamiento
y, por tanto, el ensamblamiento de la heterocromatina, se produce en dos pa-
sos [300]. En el primero, la nucleacio´n requiere el reclutamiento de las proteı´nas
SIR (Silent Information Regulator) Sir3p y Sir4p hacia las regiones silenciadas.
Se sabe que los silenciadores, los telo´meros y algunas proteı´nas asociadas tienen
un papel en formar el nu´cleo a partir del que se extiende la heterocromatina. El
segundo paso implica la propagacio´n de la estructura heterocromatı´nica lo largo
de la regio´n.
El uso de la te´cnica de inmunoprecipitacio´n de la cromatina ha revelado que
las histonas se hallan hipoacetiladas en los dominios heterocromatı´nicos [273].
Adema´s, el silenciamiento requiere de lisinas particulares en los extremos amino
terminales de las histonas H3 y H4. La vinculacio´n entre el silenciamiento y la
acetilacio´n de histonas ha sido demostrada ampliamente mediante la identifica-
cio´n de diversas actividades HATs y HDACs implicadas en este feno´meno. Entre
ellas se encuentran dos HDACs inhibidoras del silenciamiento; Rpd3p, que de-
sacetila in vitro las posiciones H4K5 y H4K12 [301], y Hda1p, que es capaz de
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desacetilar las cuatro histonas internas [302]. La HAT Sas2p [68] es otra de las
actividades que juega un papel importante en el silenciamiento. Su funcio´n fue
definida como especı´fica de locus, puesto que Sas2p, y sus compan˜eras Sas4 y
Sas5p en el complejo silenciador SAS [303], contribuyen al silenciamento en
el telo´mero y en el locus HML, pero se comportan como reguladores negativos
del silenciamiento en el locus HMR [304]. Ma´s recientemente, se ha relaciona-
do a Sas2p con el establecimiento de un gradiente de acetilacio´n en la posicio´n
H4K16, que protegerı´a la eucromatina del silenciamiento causado por la desace-
tilacio´n de esta lisina por Sir2p [70]. El complejo HAT B tambie´n ha sido re-
lacionado con el silenciamiento telome´rico. La subunidad catalı´tica de HAT B,
Hat1p, acetila las posiciones H4K5 y H4K12 cuando se expresa en bacterias,
pero la enzima nativa u´nicamente acetila la posicio´n H4K12 [256]. La especi-
ficidad de la enzima recombinante ha hecho que se relacione su actividad con
el patro´n de acetilacio´n de las histonas sintetizadas en el citoplasma, que se en-
samblan en la cromatina tras la replicacio´n. Sin embargo se ha demostrado que
HAT B se localiza fundamentalmente en el nu´cleo, y que esta´ compuesto por las
proteı´nas Hat1p, Hat2p e Hif1p [56, 57]. Precisamente la delecio´n de HAT1 o
HAT2, combinada con sustituciones de al menos dos lisinas del extremo amino
terminal de H3 por argininas, produce importantes defectos en el silenciamien-
to telome´rico, pero no en el de los loci HM [305]. El ensayo de silenciamiento
empleado consistio´ en monitorizar la expresio´n de URA3 insertado en el telo´me-
ro del brazo izquierdo del cromosoma VI en un medio que resulta to´xico para
las ce´lulas cuando se desreprime el silenciamiento telome´rico, es decir, cuando
se expresa el producto del gen URA3. Este ensayo permitio´ encontrar el primer
fenotipo caracterı´stico para mutaciones de HAT1 o HAT2. No se encontraron
efectos sinergı´sticos en la combinacio´n de las mutaciones hat1∆hat2∆ con susti-
tuciones de lisinas de la histona H3, lo que indica que, al menos en su papel en
el silenciamiento telome´rico, ambas proteı´nas funcionan juntas [305].
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5.2 Materiales y me´todos
5.2.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae
Las cepas de levadura que se han utilizado para la determinacio´n de la espe-
ranza de vida, los estudios de expresio´n y los ensayos de inmunoprecipitacio´n de
cromatina, se encuentran contenidos en la siguiente tabla y han sido obtenidas
de acuerdo con los me´todos descrito en el apartado 3.2.5.
Tabla 5.1. Cepas de levadura utilizadas en la parte V de este trabajo.
Nombre Genotipo Procedencia
YPH250
MATa, ura3-52, lys2-801, ade2-101,
trp1-∆1, his3∆200, leu2∆1
M.R. Parthun [256]
BQS1200 YPH250 hat1∆::KanMX3 O. Antu´nez
BQS1205 YPH250 hat2∆::KanMX3 O. Antu´nez
BQS1341 BQS1205 hat1∆::natMX4 O. Antu´nez
BQS1431 YPH250 sir2∆::natMX4 L. Coloma
BQS1433 BQS1205 sir2∆::natMX4 L. Coloma
W303-1a
MATa, ade2-1, his3-11,15, leu2-3,112,
trp1-∆1, ura3, can1-100
G. Ammerer
BQS1154 W303-1a HAT1-HA6-TRP1 Ch. Vaughan
BQS1172 BQS1154 hat2∆::KanMX4 A. Poveda
BQS1184 BQS1154 hif1∆::natMX4 Este trabajo
BQS1164 W303-1a SIR2-HA6-TRP1 Ch. Vaughan
BQS1173 BQS1164 hat1∆::KanMX4 Este trabajo
BQS1435 BQS1164 hat2∆::KanMX4 L. Coloma
JRY4470 W303-1a sir2::LEU2 J. Rine [306]
BQS1175 JRY4470 hat1∆::KanMX4 Este trabajo
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Nombre Genotipo Procedencia
UCC1111
MATα, ade2::his3-∆200, leu2-∆, lys2-
∆0, met15-∆0, trp1-∆63, adh4::URA3-
TEL (VII-L), hhf2-hht2::MET15,
hhf1-hht1::LEU2, pRS412(ADE2 CEN
ARS)-HHF2-HHT2
M.R. Parthun [305]
UCC1111 pMP14
UCC1111 con pla´smido pMP14
(pRS314(TRP)-HHT2-HHF2(K12R)) M.R. Parthun [305]
5.2.2. Determinacio´n de esperanza de vida
La determinacio´n de la esperanza de vida se llevo´ a cabo segu´n Kennedy
et al. [280] y Kim et al. [283]. Se empleo´ un microscopio Nikon provisto de
un objetivo 40× y un dispositivo micromanipulador incorporado. Se emplearon
placas de YPD agar (extracto de levadura 1 %, D-glucosa 2 %, peptona 2 % y
agar 1.5 %) para el crecimiento en condiciones normales, y de YPD agar 0.5 %
en D-glucosa para las condiciones de restriccio´n calo´rica. A partir de cultivos en
crecimiento logarı´tmico exponencial (correspondiente a una DO600 entre 0.2 y
0.3) se inocularon 100 µL del cultivo en un extremo de cada placa, y se exten-
dieron para acelerar su secado. Gracias a la divisio´n asime´trica de la levadura
se pueden tomar las yemas maduras de ce´lulas en gemacio´n, que se depositan
en posiciones aisladas con la ayuda del micromanipulador. Estas ce´lulas, que no
han experimentado ninguna divisio´n anteriormente, son las ce´lulas vı´rgenes que
se utilizaron para iniciar el experimento. ´Estas se dispusieron en cinco colum-
nas, cada una de ellas con tres a 4 ce´lulas, por placa. La posicio´n de cada una de
ellas se anoto´ para el seguimiento de sus divisiones. Las ce´lulas vı´rgenes fueron
observadas perio´dicamente para eliminar las subsiguientes ce´lulas hijas, que re-
presentaron el nu´mero de replicaciones que sufrio´ cada ce´lula hasta que cesaron
sus divisiones. Las ce´lulas desechadas fueron depositadas al menos a 0.5 cm de
la ce´lula madre original. Las placas fueron comprobadas cada 40 min durante
los primeros 3-4 dı´as y cada 70 min posteriormente. Las placas se incubaron a
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30◦C entre comprobaciones, requiriendo cada comprobacio´n 10 min. El tiempo
durante el cual se manipulo´ cada placa a temperatura ambiente (aproximadamen-
te 25◦C) no supone ma´s del 15 % del total del tiempo de generacio´n, lo cual no
llega a suponer una diferencia del 2 % en el tiempo de generacio´n medido [307].
El contaje de replicaciones se detuvo durante la noche colocando las placas en
contacto con hielo durante 10 min y guarda´ndolas a continuacio´n a 5◦C para ra-
lentizar el crecimiento. Estudios previos han demostrado que este tratamiento no
produce efectos sobre la esperanza de vida en S. cerevisiae [308]. Previamente
a la reanudacio´n las mediciones,las placas se atemperaron durante 15 min. Ca-
da experimento se llevo´ a cabo con un mı´nimo de 60 ce´lulas, realiza´ndose al
menos dos experimentos independientes por cada cepa estudiada. Las curvas de
supervivencia fueron consideradas significativamente diferentes cuando fueron
positivas en el test de Wilconxon (Gehan) implementado en SPSS (SPSS 9.0
para Windows).
5.2.3. Ensayos de inmunoprecipitacio´n de cromatina
Los cultivos de las cepas a estudiar fueron reticulados con formaldehı´do del
mismo modo que se describe en el apartado Entrecruzamiento y lisis celular
(pa´g. 148), salvo que los tiempos de entrecruzamiento fueron de 15 min, y los
de incubacio´n con glicina de 5 min. El resto del proceso de inmunoprecipita-
cio´n fue ide´ntico al expuesto en el apartado Sonicacio´n e inmunoprecipitacio´n
de la cromatina (pa´g. 149), excepto que el extracto no se clarifico´ previamente
a la inmunoprecipitacio´n. Se emplearon 15 µg de anticuerpo monoclonal α-HA
12CA5 de rato´n (Roche), con perlas magne´ticas del tipo pan mouse IgG M-450
(Dynal), o bien 12 µg de anticuerpo policlonal de conejo α-H4K12ac (Upstate
Biotech), o de anticuerpo de conejo α-H3H14ac (Upstate Biotech) grado ChIP
con proteı´na A Sepharose CL-4B (Amersham Biosciences). Las inmunopreci-
pitaciones se llevaron a cabo durante 1 h en agitador rotatorio a 4◦C. En estos
ensayos se tomaron 20 µL del extracto previo a la inmunoprecipitacio´n como
extracto celular completo (WCE). El material inmunoprecipitado fue liberado en
una u´nica elucio´n con 50 µL de tampo´n de elucio´n (Tris-HCl 50 mM pH 8.0,
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Tabla 5.2. Secuencias de oligonucleo´tidos empleados en la deteccio´n de regiones de
cromatina especı´ficas.
Nombre Secuencia (5’→3’) Taman˜o
producto (pb)
Ty5-s GGT ATC GAG ACC GCT GCT GAA TAT G 225
Ty5-a CAG AGA CCC TTC CAA GCG AAT CAT G
FUS1-s CAT GTG GAC CCT TTC AAA AC 280
FUS1-a TGA TGG CTT ATA TCC TGC TC
CLB2-s GGA AAT AGC CGC CAA AAG AC 255
CLB2-a CTG AAA CTC TAT GCC CAT GC
EDTA 1 mM, SDS 1 %). El desentrecruzamiento se realizo´ en este caso adicio-
nando otros 50 µL de tampo´n de elucio´n e incubando 8 h a 65◦C. La purificacio´n
del DNA coinmunoprecipitado comenzo´ con un tratamiento de 1 h a 37◦C con
150 µg de proteinasa K para las muestras inmunoprecipitadas, y 100 µg para las
muestras de WCE. Durante este tiempo se adiciono´ 30 o 20 µg de gluco´geno a las
muestras inmunoprecipitadas o al extracto total, respectivamente. Se realizaron
dos extracciones con fenol-cloroformo (1:1), una con fenol-cloroformo-alcohol
isoamı´lico (25:24:1). Seguidamente se precipito´ el DNA durante 15 min con eta-
nol y 0.04 volu´menes de NaCl 5 M. El DNA se resuspendio´ finalmente en 30
µL de 0.33 µg/µL de RNasa libre de DNasas en TE para su incubacio´n durante
30 min a 37◦C. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 1-3 µL de mues-
tra, en volu´menes finales de 25 µL con Taq polimerasa (TaKaRa) y su sistema
de tampo´n correspondiente. Los oligonucleo´tidos se disen˜aron para obtener pro-
ductos de 140-420 pb (tabla 5.2). Las mezclas de oligonucleo´tidos se ajustaron
empı´ricamente para obtener sen˜ales equilibradas de todos los productos.
El programa de PCR utilizado consto´ de un ciclo de 4 min a 94◦C, 1 min a
53◦C y 2 min a 72◦C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94◦C, 1 min a 53◦C y 2
min a 72◦C, y fue finalizado con una extensio´n de 7 min a 72◦C.
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5.2.4. Extraccio´n de RNA total, marcaje radiactivo de
muestras e hibridacio´n de macrochips
Las ce´lulas fueron crecidas una noche a 30◦C en 50 mL de medio YPD hasta
fase de crecimiento exponencial (DO600=0.5). La extraccio´n de RNA se llevo´ a
cabo como se describe por Sherman et al. [309], pero empleando un dispositivo
multi-muestras automa´tico (Fast Prep T M, BIO 101) para la rotura de las ce´lulas.
El cDNA de levadura se marco´ e hibrido´ en macrochips fabricados en membranas
de nailon, como se ha descrito en la literatura anteriormente [232].
5.2.5. Cuantificacio´n de las sen˜ales de hibridacio´n y pro-
cedimientos de normalizacio´n
La adquisicio´n de ima´genes se realizo´ en un PhosphorImager FLA-3000
(Fujifilm), y se cuantifico´ la sen˜al empleando el programa ArrayVision 7.0 (Ima-
ging Research Inc.). Para ello se tomo´ la densidad de substracted Artifact Remo-
ved Median o sARM (a la que se le ha sustraı´do la sen˜al de fondo correspon-
diente) como sen˜al. Los niveles de transcritos superiores 1.45 veces al fondo se
consideraron datos va´lidos y se normalizaron. El proceso de normalizacio´n y la
medida del nivel de significancia para cada marco de lectura abierto lo efectuo´ el
programa ArrayStat (Imaging Research Inc.). Las hibridaciones del cDNA se so-
metieron a una normalizacio´n doble: entre dos condiciones (mutante vs. silves-
tre) y entre re´plicas. La reproduciblidad de las re´plicas fue comprobada conside-
rando los datos como independientes y permitiendo al programa tomar un nu´me-
ro mı´nimo de re´plicas va´lidas de dos para calcular los valores promedio de cada
gen. La prueba estadı´stica test Z para normalizar los datos entre condiciones y el
coeficiente de correlacio´n fueron calculados por mediana iterativa y corregidos
por la prueba estadı´stica de la tasa de descubrimientos falsos (False Discovery
Rate), para estimar los errores estadı´sticos asociados a cada gen. La bu´sque-
da de la Ontologı´a Ge´nica (Gene Ontology, GO) se realizo´ en la interfaz web
de la Base de Datos de Saccharomyces (SGD) (http://db.yeastgenome.org/cgi-
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bin/GO/goTermFinder). So´lo se consideraron categorı´as significativas aquellas
cuyos valores P son inferiores a 10−4. El nu´mero de acceso GEO para la serie de
quince hibridaciones individuales de macrochips es GSE2434.
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5.3 Resultados y discusio´n1
5.3.1. La delecio´n del gen HAT2 produce un incremento
en la esperanza de vida
Uno de los objetivos del presente trabajo fue la bu´squeda de una funcio´n para
las proteı´nas participantes del complejo HAT B. La delecio´n de genes codifican-
tes de componentes de diferentes complejos HAT produce distintos fenotipos y
en algunos casos la letalidad (por ejemplo ESA1). Sin embargo, en el caso de
los genes HAT1 o HAT2 no se ha descrito ningu´n fenotipo directo causado por
su mutacio´n. Tan so´lo se ha descrito un defecto de silenciamiento telome´rico en
mutantes hat1∆ o hat2∆ combinados con determinadas sustituciones de lisinas
por argininas en el extremo amino terminal de la histona H3. Dado que existe
un claro vı´nculo entre el silenciamiento transcripcional y la longevidad en S. ce-
revisiae, y teniendo en cuenta los precedentes conocidos de algunas HDACs y
su influencia sobre la esperanza de vida [283], procedimos a analizar el efecto
de las mutaciones de los genes HAT1 y HAT2 sobre la vida media de este orga-
nismo. Para ello, se delecionaron los genes mencionados en un fondo gene´tico
S288c (YPH250), y se determino´ la vida media tanto de la cepa silvestre como
de las cepas mutantes resultantes. En la fig. 5.1 se muestran los resultados obte-
nidos. Se observa un incremento del 30 % en la vida media del mutante hat2∆
(de 13 a 17 generaciones) en comparacio´n con la cepa silvestre, mientras que el
mutante hat1∆ no muestra cambios significativos en su vida media. El ana´lisis
de la vida media del doble mutante hat1∆hat2∆ presenta una extensio´n en la es-
peranza de vida de 4 generaciones (fig. 5.1B), es decir, un fenotipo similar al del
mutante hat2∆. En nuestro laboratorio, tambie´n se ha analizado el efecto de la
1Los resultados obtenidos en el presente apartado son el producto de la colaboracio´n con O.
Antu´nez y J.E. Pe´rez-Ortı´n. En particular, los experimentos sobre el transcriptoma de cepas mu-
tantes fueron realizados por dichos investigadores. Su inclusio´n en este trabajo obedece a que los
experimentos de vida media y de transcriptoma fueron realizados coordinadamente, y en busca de
una funcio´n alternativa para la proteı´na Hat2.
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Figura 5.1. Efecto de la delecio´n de genes HAT sobre la vida media de la levadura S.
cerevisiae. La vida media replicativa de los mutantes simples hat1∆ (BQS1200) y hat2∆
(BQS1205) (A), y de los dobles mutantes hat1∆hat2∆ (BQS1341) (B) y sir2∆hat2∆
(BQS1433) (C) fue analizada y comparada con la cepa parental silvestre (YPH250) o
la cepa sir2∆ (BQS1431). El nu´mero total de ce´lulas hijas producidas por 60 ce´lulas
vı´rgenes fue evaluado para el ana´lisis de cada cepa. El porcentaje de ce´lulas vivas se
representa en funcio´n de la edad expresada en generaciones. No hubo diferencias sig-
nificativas entre las vidas medias de las cepas silvestre y su derivada hat1∆, o entre
sir2∆ y sir2∆hat2∆. Las diferencias entre la cepa silvestre y hat2∆ y entre la silvestre y
hat1∆hat2∆ fueron significativas (P<0.001).
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Figura 5.2. La sustitucio´n de la lisina 12 de la histona H4 por una arginina no afecta
a la esperanza de vida de S. cerevisiae. La vida media de la cepa silvestre UCC1111,
y la que contiene la versio´n de la histona H4 no acetilable en la lisina 12 (UCC1111
pMP14) han sido analizadas por A.B. Ruiz-Garcı´a.
delecio´n de HIF1, otro componente del complejo HAT B, sobre la esperanza de
vida de la levadura, no encontra´ndose en este caso diferencias respecto de la ce-
pa silvestre [310]. Para descartar que las diferencias en la velocidad de divisio´n
celular afectaran a la determinacio´n de la vida media de las cepas mutantes, se
realizaron estudios sobre sus velocidades de crecimiento, sin hallar diferencias
significativas respecto de la cepa silvestre.
Dado que el complejo HAT B acetila preferentemente la lisina 12 de H4, a
continuacio´n se analizo´ la vida media de una cepa con un versio´n de la histona
H4 que posee la lisina 12 sustituida por arginina, aminoa´cido ba´sico pero no
acetilable. Los resultados (fig. 5.2) no revelan diferencias entre esta cepa y la
cepa silvestre, indicando que el incremento de la vida media observado en las
cepas hat2∆ o hat1∆hat2∆ no se debe a la incapacidad de acetilar la lisina 12
de H4. Este resultado esta´ de acuerdo con que el mutante hat1∆, que afecta a
la subunidad catalı´tica del complejo HAT B, no posea una esperanza de vida
alterada. Todos estos datos sugieren que Hat2p pueda desempen˜ar alguna funcio´n
en la ce´lula independiente de la actividad HAT del complejo HAT B. Esta es la
primera vez que se demuestra la existencia de un fenotipo diferencial directo
para una subunidad del complejo HAT B.
Por otro lado, Sir2p previene el envejecimiento prematuro en levadura y se
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ha definido como un factor limitante que promueve el silenciamiento en regiones
telome´ricas y rDNA [90]. Se cree que la cantidad de Sir2p en el nucleolo se incre-
menta con la edad para compensar parcialmente los elevados niveles de cı´rculos
de rDNA extracromoso´micos, existiendo una competencia entre el telo´mero y el
nucleolo por Sir2p [311, 312]. Tanto la mutacio´n sir2∆ como hat2∆ acompan˜ada
de sustituciones en el extremo amino terminal de H3, producen efectos similares
sobre el silenciamiento telome´rico [305]. Sin embargo, sus fenotipos relaciona-
dos con el envejecimiento son contrarios, puesto que sir2∆ muestra una fuerte
disminucio´n de su vida media replicativa [283, 282]. Con el objetivo de estudiar
si las funciones que realizan Hat2p y Sir2p implicadas en el mantenimiento de la
esperanza de vida, se encontraban relacionadas entre sı´, analizamos la vida me-
dia replicativa de un doble mutante sir2∆hat2∆ en comparacio´n con un simple
mutante sir2∆. En este caso observamos que el doble mutante presento´ el mismo
fenotipo que el mutante sir2∆ (fig. 5.1C), demostrando que SIR2 tiene un efecto
epista´tico dominante sobre HAT2.
5.3.2. Ana´lisis de la funcio´n de HAT B en la retencio´n de
Sir2p en telo´mero
Sir2p es requerida para la formacio´n de heterocromatina en las regiones si-
lenciadas en levadura (telo´mero, loci HM y rDNA) [90]. Se cree que Sir2p pre-
viene el envejecimiento prematuro gracias a su capacidad de establecer estructu-
ras heterocromatı´nicas, especialmente en el nucleolo, lo que impedirı´a la recom-
binacio´n homo´loga del locus altamente repetitivo de rDNA, y por tanto la forma-
cio´n de cı´rculos de rDNA extracromoso´micos [279]. Puesto que se ha descrito
una redistribucio´n de proteı´nas SIR del telo´mero al nucleolo relacionada con la
extensio´n de la esperanza de vida [312], se exploro´ la posibilidad de que algu-
na de las proteı´nas del complejo HAT B participara en este proceso. Aunque la
heterocromatina esta´ generalmente hipoacetilada [273], formalmente alguna de
las proteı´nas del complejo HAT B podrı´a tener un papel en la retencio´n de Sir2p
en el telo´mero. Sir2p desacetila especı´ficamente H3K9, H3K14 y H4K16 [281],
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Figura 5.3. La desacetilacio´n de H3K14 en el telo´mero es dependiente de Sir2p.
Se muestran los ensayos de inmunoprecipitacio´n de cromatina con un anticuerpo contra
H3K14 acetilada de la cepa silvestre (W303-1a) y las cepas mutantes sir2∆ (JRY4470) y
hat1∆ (BQS1173). El retrotransposo´n de levadura Ty5 se encuentra en el brazo izquierdo
del subtelo´mero del cromosoma III, y CLB2 es un control de regio´n no silenciada. Como
control, se realizaron PCRs con muestras procedentes de extractos inmunoprecipitados
sin anticuerpo (-Ab), o extractos totales de ce´lulas (WCE).
pero tambie´n se ha demostrado que puede desacetilar histonas acetiladas por
Esa1p o Hat1p in vitro [298]. Para determinar si las lisinas sustrato de Sir2p y
Hat1p se encontraban relacionadas, se realizaron ensayos de inmunoprecipita-
cio´n de cromatina utilizando anticuerpos contra H4K12 acetilada (la principal
diana de HAT B) y contra H3K14 (la principal diana de Sir2p). Para compro-
bar el estado de acetilacio´n de las posiciones H3K14 y H4K12 se amplifico´ el
DNA correspondiente a una regio´n telome´rica (retrotransposo´n Ty5 integrado en
una localizacio´n subtelome´rica) y a regiones control de promotores de genes no
telome´rico que no sufren silenciamiento heterocromatı´nico (CLB2 y FUS1).
La fig. 5.3 muestra los resultados de la inmunoprecipitacio´n con un anticuer-
po contra H3K14 acetilada. Como era de esperar, la delecio´n de SIR2 produce
un incremento de la acetilacio´n de H3K14 en los telo´meros, indicando que esta
desacetilasa esta´ implicada en la desacetilacio´n de esta posicio´n in vivo. En la
misma fig. 5.3 se puede observar que la delecio´n de HAT1 no parece afectar al
estado de acetilacio´n de H3K14. Por otro lado, la inmunoprecipitacio´n con un
anticuerpo contra la H4K12 acetilada en una cepa con el gen SIR2 delecionado
(fig. 5.4A y B) demuestra que Sir2p participa en el mantenimiento del estado
hipoacetilado de este residuo en el telo´mero in vivo. La capacidad de Sir2p pa-
ra desacetilar esta posicio´n in vivo no habı´a sido descrita previamente. Adema´s,
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Figura 5.4. Sir2p esta´ implicada en la hipoacetilacio´n de H4K12 en telo´meros. (A)
y (B) Se realizaron ensayos de inmunoprecipitacio´n de cromatina de las cepas silvestre
(W303-1a), y mutantes hat1∆ (BQS1173), hat2∆ (BQS1172), hif1∆ (BQS1184), sir2∆
(JRY4470) y sir2∆hat1∆ (BQS298), empleando un anticuerpo contra la H4K12 acetila-
da. Los controles son los mismos que los empleados en la fig. 5.3, junto con FUS1. (C)
Extractos de cepas con Sir2p etiquetada con epı´topos HA en mutantes hat1∆ (BQS1173)
y hat2∆ (BQS1439), fueron inmunoprecipitados con anticuerpo α-HA. Como control se
realizaron PCRs de inmunoprecipitados de extractos de cepas sin etiqueta, o de extractos
totales de ce´lulas (WCE)
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la delecio´n de los genes codificantes de las proteı´nas que forman el complejo
HAT B (HAT1, HAT2 e HIF1) no produce ningu´n efecto en el estado de acetila-
cio´n de H4K12 en regiones telome´ricas (fig. 5.4A). Asimismo, el doble mutante
sir2∆hat1∆ muestra niveles de acetilacio´n en H4K12 en el telo´mero ide´nticos a
los del simple mutante sir2∆ (fig. 5.4B), indicando que no es HAT B la respon-
sable de esta acetilacio´n. Formalmente restaba la posibilidad de que el complejo
HAT B retuviera a Sir2p en loci telome´ricos a trave´s de un mecanismo no re-
lacionado con su actividad HAT. Por ello se analizo´ la localizacio´n de Sir2p en
regiones subtelome´ricas en cepas con deleciones de varios de los genes que codi-
fican para componentes del complejo HAT B. Los resultados muestran que ni la
ausencia de Hat1p ni la de Hat2p producen una disminucio´n de la unio´n de Sir2p
al telo´mero (fig. 5.4C). Todos estos datos apuntan a que no existe solapamiento
en los lugares de actuacio´n de HAT B y Sir2p en los telo´meros, ni la unio´n de
Sir2p a regiones subtelome´ricas es mediada por Hat2p, lo que descarta que el
incremento de esperanza de vida de la cepa hat2∆ este´ causado por una mayor
disponibilidad de Sir2p en el nucleolo en este mutante. En todo caso, el incre-
mento de la esperanza de vida de la cepa hat2∆ representa el primer fenotipo
directo puesto en evidencia para un componente del complejo HAT B, ası´ como
la u´nica caracterı´stica diferencial entre Hat1p y Hat2p.
5.3.3. Efectos de la delecio´n de los genes HAT1 y HAT2
en el perfil transcripcional
Con objeto de analizar las posibles funciones que pudiera ejercer Hat2p de
forma independiente a Hat1p se procedio´ a realizar un ana´lisis de expresio´n de
los mutantes hat1∆, hat2∆ y del doble mutante hat1∆hat2∆, con la esperanza de
que las diferencias funcionales se reflejaran en el perfil transcripcional.
Los transcriptomas se obtuvieron para cada cepa a partir de 3 cultivos en
YPD en fase de crecimiento exponencial, y se comprobo´ que diferentes colonias
de los mutantes de delecio´n generan los mismos resultados.
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En una primera observacio´n los niveles de mRNA de los mutantes hat1∆
o hat2∆ no resultan muy distintos de los niveles de la cepa silvestre, ya que
so´lo se sobreexpresan o infraexpresan del orden de menos del 2 % de los ge-
nes (fig. 5.5 A y B). Sin embargo, se detecta una diferencia mayor entre ambos
mutantes simples cuando se representa hat2∆ frente a hat1∆, con un nu´mero de
genes con expresio´n diferencial entre ambas cepas unas cuatro veces superior a
la comparacio´n de los simples mutantes con su silvestre, lo cual indica que e´stos
se diferencian ma´s entre ellos que cada uno frente a la cepa silvestre (fig. 5.5 C).
Con el fin de determinar si las diferencias entre los perfiles transcripciona-
les de ambos mutantes eran el reflejo de la regulacio´n de genes implicados en
procesos celulares especı´ficos, se realizo´ una bu´squeda GO. Muchos de los ge-
nes expresados diferencialmente en los mutantes hat1∆ y hat2∆ (hat2∆/hat1∆)
corresponden a categorı´as GO enriquecidas especı´ficamente (tabla 5.3).
Es importante resen˜ar que, en una comparacio´n entre dos condiciones de
crecimiento o entre dos cepas de genotipo distinto, las categorı´as GO dan infor-
macio´n sobre la cantidad de genes de una categorı´a o grupo funcional que se
ven afectados de forma diferencial. Los genes de un grupo que se define como
sobreexpresado o enriquecido, contienen niveles de mRNA superiores a los de
la condicio´n control o genotipo de referencia (generalmente silvestre) y los ge-
nes de un grupo que presenten niveles de mRNA inferiores a los de la condicio´n
control o genotipo de referencia se engloban en el te´rmino de grupo o categorı´a
reprimida o enriquecida. Esto implica que cuanto mayor sea el nu´mero de ge-
nes pertenecientes a una categorı´a que se comporten del mismo modo frente a
la condicio´n control o genotipo de referencia, mayor sera´ la seguridad (expre-
sada en P) de que estos genes se este´n viendo afectados en su conjunto por la
mutacio´n o condicio´n de nuestro experimento, y por tanto sera´n los correspon-
dientes a la categorı´a que la Ontologı´a Ge´nica determinara´ que estadı´sticamente
se ha visto ma´s alterada. Sin embargo, una inspeccio´n detallada de los niveles
de expresio´n de los genes que muestran cambios significativos entre ambos mu-
tantes (hat2∆/hat1∆) revela que muchos de ellos se comportan de manera similar
en una comparacio´n con la cepa silvestre (hat1∆/wt o hat2∆/wt) 2. El hecho de
2http://scisie.uv.es/chipsdna
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Figura 5.5. Comparacio´n de los transcriptomas de los mutantes hat. Los transcrip-
tomas de los mutantes (A) hat1∆ (BQS1200), (B) hat2∆ (BQS1205) y (D) hat1∆hat2∆
(BQS1341) fueron analizados y comparados respecto del transcriptoma de la cepa sil-
vestre (YPH250). Cada panel contiene la representacio´n de los datos significativos de
expresio´n de los genes de las dos cepas de levadura. Las gra´ficas esta´n en escala lo-
garı´tmica y la correlacio´n de Pearson de la regresio´n lineal se muestra en cada una. Los
genes en rojo son aquellos expresados diferencialmente entre ambas cepas. Los nu´me-
ros en ambos lados de la nube de puntos representan los genes sobrerregulados (bajo la
nube) o infrarregulados (sobre la nube) en la cepa representada en abscisas respecto de
la cepa representada en ordenadas.
que los niveles de expresio´n de ambos mutantes simples frente a los de la ce-
pa silvestre (hat1∆/wt o hat2∆/wt) presenten una variacio´n menor que la de uno
frente a otro, causa que no se detecten muchas categorı´as GO estadı´sticamente
enriquecidas para el mutante hat1∆ (hat2∆/wt), y ninguna para el mutante hat2∆
(hat2∆/wt).
No obstante, en el caso del doble mutante hat2∆hat1∆, e´ste presenta grandes
cambios en el transcriptoma respecto del de la cepa silvestre. Hasta un 30 % de
los genes se expresan diferencialmente segu´n el ana´lisis estadı´stico. Las cate-
gorı´as GO de los genes sobreexpresados e infraexpresados en el doble mutante
guardan mayor parecido a los del mutante hat1∆ que a los del mutante hat2∆,
pero las variaciones en el nivel de expresio´n son ma´s acusadas y el nu´mero de
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Tabla 5.3. Resumen de perfiles transcripto´micos comparativos. So´lo se muestran las
categorı´as GO significativas (P < 10−4) y el nu´mero de genes para cada categorı´a. La
comparacio´n de hat2∆ frente a la cepa silvestre (YPH250) no mostro´ categorı´as signifi-
cativas.
Genes sobrerregulados Genes infrarregulados
Categorı´a GO P #genes Categorı´a GO P #genes
hat1∆/YPH250
Plegamiento de proteı´na 9.46×10−6 6 Bioge´nesis de ribosomas 6.39×10−15 27
Transporte de poliamina 7.18×10−5 3
hat1∆hat2∆/YPH250
Metabolismo de aminoa´cidos 2.93×10−10 64 Bioge´nesis de ribosomas 1.37×10−20 80
Metabolismo de alcoholes 5.27×10−7 35 Crecimiento celular 9.61×10−9 300
Glicolisis 1.12×10−6 14
Transporte 2.79×10−6 179
hat2∆/hat1∆
Bioge´nesis de ribosomas 2.92×10−49 93 Plegamiento de proteı´nas 2.1 ×10−8 15
Crecimiento celular 3.25×10−8 181 Rutas energe´ticas 7.1 ×10−8 31
genes afectados es mayor en el doble mutante. Es decir, la delecio´n hat2∆ en
una cepa hat1∆ potencia au´n ma´s el fenotipo transcripcional del simple mutante
hat1∆.
En resumen, los mutantes hat1∆ y hat2∆ presentan un fenotipo transcrip-
cional claramente distinto cuando se encuentran en condiciones de crecimiento
exponencial en medio rico. Esto sugiere que ambas subunidades del complejo
HAT B no se encuentran comprometidas en la ejecucio´n de ide´nticas funciones.
5.3.4. Funciones de Hat2p independientes del complejo
HAT B
La u´nica funcio´n conocida de Hat2p antes de la realizacio´n de este trabajo,
consiste en potenciar la actividad HAT de Hat1p. Sin embargo, los resultados
obtenidos en cuanto a esperanza de vida o transcriptomas en mutantes apuntan
hacia la posibilidad de que Hat2p este´ implicada en procesos adicionales inde-
pendientes de Hat1p. Hat2p debe poseer funciones adicionales porque si u´nica-
mente facilitara la acetilacio´n por Hat1p, primero, los transcriptomas de ambos
mutantes simples hat1∆ y hat2∆ serı´an similares, y en segundo lugar, la muta-
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cio´n de hat2∆ no modificarı´a el transcriptoma de hat1∆ en el doble mutante. Por
otro lado, las diferencias observadas entre los transcriptomas de hat2∆ y el doble
mutante hat1∆hat2∆, entre las que se advierte que los genes de rutas energe´ticas
esta´n infrarreguladas en el mutante hat2∆ y sobrerregulados en el doble mutante
hat1∆hat2∆ (tabla 5.3), sugieren que Hat2p podrı´a actuar regulando negativa-
mente la actividad de Hat1p (fig 5.6). La comparacio´n entre transcriptomas de
los simples mutantes apoyarı´a esta u´ltima hipo´tesis. Que so´lo Hat2p afecte a la
vida media indicarı´a que la funcio´n de Hat2p independiente de Hat1p no requiere
de la actividad HAT del complejo HAT B.
Figura 5.6. Modelo propuesto para las relaciones funcionales entre Hat1p y Hat2p.
Las proteı´nas Hat1, Hat2 e Hif1 interaccionan fı´sicamente y funcionalmente, formando
el complejo HAT B. El hecho de que Hat2p, pero no Hat1p, module la longevidad sugiere
que Hat2p puede tener funciones adicionales en la ce´lula. Por otro lado, los ana´lisis del
transcriptoma de los mutantes hat tambie´n sugieren un efecto regulador negativo de
Hat2p sobre Hat1p.
Otra posibilidad es que el incremento de esperanza de vida de la cepa hat2∆
se deba a efectos sobre el silenciamiento heterocromatı´nico. Sin embargo, las
mutaciones de HAT1 y HAT2 combinadas con mutaciones de resı´duos especı´fi-
cos de lisina en histona H3 producen el mismo defecto de silenciamiento, por lo
que no existe un comportamiento diferencial entre Hat1p y Hat2p que explique
el aumento de la esperanza de vida.
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Anteriormente se ha sugerido que la redistribucio´n de Sir2p entre telo´meros
y rDNA ha sido considerada como posible causa de la mayor esperanza de vida
del mutante hat2∆ pero, como se ha visto, no se ha encontrado ninguna relacio´n.
Al no existir tampoco una vinculacio´n entre los genes cuya expresio´n es afectada
por las mutaciones HAT y la localizacio´n subtelome´rica de Sir2p, resulta poco
probable que la funcio´n especı´fica de Hat2p este´ implicada directamente con el
silenciamiento de la cromatina. Sin embargo, el efecto epista´tico de SIR2 sobre
HAT2 sugiere que Hat2p afecta a la esperanza de vida dentro de la misma ruta,
pero en una etapa posterior a la que afecta Sir2p.
Un mecanismo alternativo en el que podrı´a participar Hat2p en el envejeci-
miento es en restriccio´n calo´rica. Se sabe que el transcriptoma de un mutante
sir2∆ es el opuesto al de restriccio´n calo´rica [287]. Aunque la forma exacta en
la que Sir2p promueve la extensio´n de la esperanza de vida en condiciones de
restriccio´n calo´rica es controvertida [281, 287, 292], se cree que la restriccio´n
calo´rica produce cambios en la actividad de Sir2p, que a su vez afectan a la vida
media. Si la mutacio´n hat2∆ causara un fenotipo transcripto´mico opuesto al de
sir2∆, es decir, un fenotipo de restriccio´n calo´rica, esto indicarı´a la implicacio´n
de Hat2p en esta ruta molecular. Sin embargo, no se ha encontrado similitud al-
guna entre el transcriptoma de hat2∆ y el fenotipo de restriccio´n calo´rica. Otra
posibilidad serı´a que la mutacio´n hat2∆ cause un estre´s suave endo´geno que es
detectado por Sir2p.
En conclusio´n, a pesar de que las proteı´nas Hat1 y Hat2 participan en pro-
cesos comunes como la acetilacio´n de H4K12 en histonas libres, nuestros re-
sultados sugieren que podrı´an desempen˜ar otros papeles en la fisiologı´a celular.
Esto representarı´a un ejemplo ma´s de complejos HAT compuestos por subunida-
des que participan en distintas funciones. Es el caso, por ejemplo, de la proteı´na
Taf14p de NuA3. Como ya se ha comentado, esta proteı´na participa en otros cua-
tro complejos con distintas funciones: los complejos remodeladores de la croma-
tina (INO80 y SWI/SNF), y los factores transcripcionales basales TFIID y TFIIF.
Ası´, HAT B tambie´n serı´a un complejo formado por subunidades implicadas en
diversas funciones.
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1- La introduccio´n de una etapa cromatogra´fica adicional, y la ampliacio´n del
rango del gradiente salino en la cromatografı´a de intercambio anio´nico, permite
detectar con el sistema desarrollado en nuestro laboratorio, dos actividades HATs
especı´ficas principalmente por la histona H3 libre y nucleosomal en la regio´n de
alta fuerza io´nica: HAT A4-I y HAT A4-II.
2- El complejo HAT A4-I mayoritario posee una masa molecular aproximada
de 200 kDa y es capaz de acetilar las lisinas 9, 14 y 18 de la histona H3. El
complejo HAT A4-II posee una masa molecular aproximada de 2 MDa y su
especificidad es ide´ntica a la de A4-I, salvo en que acetila con mayor intensidad
la lisina 18 que la 9 o la 14 de H3.
3- La acetilacio´n de la histona libre H3 en la regio´n de elucio´n de HAT A4-I
depende de Sas3p, y de otra actividad que coeluye con este complejo (A4-I-
Gcn5-dep), mientras que la acetilacio´n sobre H3 nucleosomal por A4-I parece
depender exclusivamente de Sas3p.
4- La purificacio´n de las proteı´nas que presumiblemente forman el complejo
HAT A4-I (Sas3p, Taf14p e Yng1p) mediante TAP, apunta a que este complejo
esta´ formado por Sas3p, Taf14p, Yng1p, Nto1p e Ylr455wp.
5- La acetilacio´n de H3 libre y nucleosomal por parte de HAT A4-II depende
absolutamente de Gcn5p. Tambie´n depende de Gcn5p el complejo A4-I-Gcn5-
dep, que coeluye con A4-I, y es responsable de la acetilacio´n sobre H3 libre en
cepas sas3∆.
6- El complejo HAT A4-I-Gcn5-dep comparte caracterı´sticas con el comple-
jo SALSA/SLIK (Gcn5p como subunidad catalı´tica, Spt7p truncada y presencia
de Rtg2p), mientras que el complejo A4-II comparte algunas con SAGA, pero
difiere en aspectos importantes, como no poseer una actividad robusta sobre la
histona H3 nucleosomal y contener Rtg2p.
7- El complejo HAT A1 muestra una actividad preferencial sobre H4 y H3,
y en menor medida por H2A y H2B libres, que depende de la presencia de la
proteı´na Esa1 funcional. Adema´s, una actividad no caracterizada coeluye con
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A1 y posee actividad especı´fica por un producto de degradacio´n de histonas.
8- Los genes ELP3, HPA2, SAS2 y NUT1 no parecen codificar subunidades
catalı´ticas HAT de los complejos identificados en S. cerevisiae en nuestro labo-
ratorio.
9- Se ha desarrollado un me´todo de ChIP-chip basado en la hibridacio´n del
material inmunoprecipitado en macrochips de ORFs de S. cerevisiae, que permite
la deteccio´n de proteı´nas que se asocian a regiones codificantes e interge´nicas, si
bien en este u´ltimo caso la probabilidad de deteccio´n disminuye al aumentar la
distancia entre el lugar de asociacio´n de la proteı´na y la ORF pro´xima.
10- Cuando las HATs Gcn5p, Elp3p, Hpa2p, Sas3p, Sas2p y Nut1p, se agru-
pan segu´n las regiones geno´micas a las que se unen, se observa que Gcn5p y
Sas3p son las ma´s pro´ximas, existiendo una correlacio´n entre la asociacio´n de
Sas3p y Gcn5p al genoma de levadura.
11- Las principales dianas de Sas3p y Gcn5p son genes activamente transcri-
tos, como los ribosomales, lo que indica que ambas HATs se comportan de ma-
nera similar en cuanto a su asociacio´n a cromatina. Adema´s tanto Sas3p, como
Gcn5p, presentan una tendencia a unirse con mayor intensidad a genes de ma-
yor tasa de transcricpio´n, lo que los clasifica como reguladores transcripcionales
generales.
12- Las regiones del genoma a las que se unen Sas3p y Gcn5p se hallan
correlacionadas positivamente con el nivel de acetilacio´n de la lisina 14 de la
histona H3. La delecio´n de GCN5 provoca que la acetilacio´n de esa posicio´n
disminuya especialmente en las regiones en las que Gcn5p se asocia en la cepa
silvestre, indicando que Gcn5p es directamente responsable de esa acetilacio´n.
Por el contrario, la delecio´n de SAS3 incrementa el nivel de acetilacio´n en la
lisina 14 de H3 de las regiones a las que se asocia en la cepa silvestre.
13- Sas2p, Nut1p y Hpa2p no muestran caracterı´sticas propias de los regula-
dores transcripcionales generales. Estas tres proteı´nas se asocian a regiones del
genoma empobrecidas en lisina 14 de la histona H3 acetilada. La modesta corre-
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lacio´n positiva de la asociacio´n de Elp3p con la actividad ge´nica indica que Elp3
se comporta como un regulador general de´bil, aunque su asociacio´n tampoco
esta´ relacionada con la acetilacio´n de la lisina 14 de la histona H3.
14- La proteı´na Hat2, perteneciente al complejo HAT B, esta´ relacionada con
el mantenimiento de la longevidad de S. cerevisiae. La delecio´n de HAT2 provoca
una alargamiento de la vida media de la ce´lula respecto de la cepa silvestre. Esta
mutacio´n no puede compensar la disminucio´n de la esperanza de vida causada
por la mutacio´n de SIR2. Sin embargo, la delecio´n de HAT1, subunidad catalı´tica
de Hat2p, no afecta a la longevidad de S. cerevisiae.
15- Las proteı´nas del complejo HAT B (Hat1p, Hat2p e Hifp) no son respon-
sables de la acetilacio´n de la lisina 12 de la histona H4 de las regiones telome´ricas
asociadas a Sir2p. La unio´n de la HDAC Sir2p al telo´mero tampoco depende de
Hat1p o Hat2p.
16- La proteı´na Hat2p desempen˜a funciones adicionales a las del complejo
HAT B. Estas funciones implican al menos la regulacio´n de la longevidad en S.
cerevisiae, y tambie´n podrı´a regular negativamente la funcio´n de Hat1p, segu´n
los datos transcripto´micos de los mutantes hat1∆, hat2∆ y hat1∆hat2∆.
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